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Los linfocitos T se activan en respuesta a señales inmunogénicas y proliferativas que promueven, además de 
su activación, una profunda reorganización de la arquitectura del citoesqueleto. Este proceso está mediado por 
el reconocimiento de una señal antigénica peptídica presentada en el contexto del complejo mayor de 
histocompatibilidad (MHC) por parte del receptor específico de los linfocitos T (TCR). Este reconocimiento 
es el núcleo de un evento de interacción célula-célula entre el linfocito T y una célula que presenta el antígeno 
especifico (CPA), denominado sinapsis inmune (SI). Este proceso implica la detención de la migración del 
linfocito T y la exploración de la superficie de la CPA. Si el TCR (presente en la superficie de la célula T) 
reconoce el complejo MHC: péptido (en la superficie de la CPA) se produce una reorganización completa de 
la célula T para optimizar el proceso de activación e iniciar la función efectora de la misma. Este proceso 
tiene un importante componente espacial que incluye la segregación de componentes de la membrana, 
incluyendo el complejo TCR/CD3 y receptores adhesivos de la familia de las integrinas. 
El estudio de los motores moleculares asociados a los microfilamentos como la miosina no muscular IIA 
(NMII-A) ha revelado que esta molécula genera tracción y contracción celular que facilita la migración de los 
linfocitos T. No obstante, la NMII-A no es el único motor molecular con posibles funciones en este proceso. 
Esta Tesis Doctoral se ha centrado en el estudio de la función del motor molecular miosina no muscular IIB 
(NMII-B), un parálogo de alta carga y baja velocidad. Este parálogo determina la polaridad anteroposterior en 
modelos migratorios neuronales y mesenquimales y media la inhibición por contacto en modelos epiteliales. 
Mientras que los datos de expresión de NMII-B en los linfocitos T eran contradictorios, su función específica 
y su dependencia del parálogo principal expresado en células T (NMII-A) permanecían inexploradas. Este 
trabajo se ha basado en la hipótesis de que la NMII-B controla la polaridad de los linfocitos T humanos 
durante la migración celular y el establecimiento de la SI. Demostramos que la NMII-B se expresa a niveles 
bajos en células T naïve humanas y que se induce tanto a nivel de mRNA como de proteína en respuesta a 
señales mitogénicas y antigénicas de manera dependiente de la cascada de las MAP quinasas. Además, este 
parálogo se expresa a niveles más elevados en linfocitos T de memoria humanos que los naïve en 
homeostasis. A nivel celular, la NMII-B se localiza en el urópodo de los linfocitos T polarizados y es esencial 
para la adquisición de esta morfología, así como la migración quimiotáctica de los linfocitos T hacia 
CXCL12. Por otra parte, el silenciamiento de NMII-B en células T altera la morfología del contacto entre la 
célula T y la CPA. La localización de NMII-B en la zona distal del contacto así como la distribución dispersa 
de los marcadores de los anillos de activación en células deplecionadas de NMII-B sugiere que este motor 
actúa como un “localizador” del extremo del contacto inhibiendo la protrusión, ya que su ausencia exacerba la 
polimerización de actina en la zona de contacto causando un incremento de la zona de interacción entre las 
dos células e incluso produciendo eventos ocasionales de entosis de la CPA. Estas alteraciones causan una 
activación deficiente de la célula T, postulando el papel de NMII-B como un facilitador de la activación de los 
linfocitos T.   




2/3 D: dos/tres dimensiones. 
A, Ala: Alanina. 
ADAP: Proteína adaptadora de la adhesión y la desgranulación (Adhesion and degranulation-promoting 
Adaptor Protein). 
ADF/Cofilinas: Factor de despolimerización de actina (Actin-Depolymerising Factor). 
ADN: Acido desoxirribonucleico. 
ADP: Adenosina difosfato.  
ARN: Ácido ribonucleico. 
Arp2/3: Proteínas relacionadas con la actina (Actin-Related Proteins 2/3). 
ATP: Adenosina trifosfato. 
Cdc-42: Proteína del ciclo de división celular 42. 
CDR: Regiones determinantes de complementariedad. 
CK2: Caseína quinasa 2. 
CPA: Célula presentadora de antígeno.  
cSMAC: Complejo supramolecular de activación central. 
dSMAC: Complejo supramolecular de activación distal. 
EDTA: Ácido Etilen Diamino Tetra-acético. 
ELC: Cadena ligera esencial. 
F-Actina: Actina filamentosa (polimerizada). 
GFP: Proteína fluorescente verde (Green Fluorescent Protein) . 
GTPasa Rap1: Proteína GTPasa relacionada con Ras 1. 
IgG: Inmunoglobulina 
ICAM-1: Molécula de interacción celular 1 (Inter Cellular Adhesion Molecule-1)  
ICAM-3: Molécula de interacción celular 3 (Inter Cellular Adhesion Molecule -3). 
Il-2: Interleuquina 2. 
ITAM: Motivo inmunoreceptor basado en la tirosina (Immunoreceptor tyrosine-based activation motif) 
LFA-1: Antígeno asociado a la función de linfocito 1 (Lymphocyte Function-Associated antigen-1). 
Map quinasas: Proteínas quinasas activadas por mitógenos (Mitogen-Activated Protein quinases). 
MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex).  
MHC-I: Complejo mayor de histocompatibilidad de clase I. 
MHC-II: Complejo mayor de histocompatibilidad de clase II. 
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MHCII: Cadena pesada de miosina II (non-muscle myosin II heavy chain). 
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T, Thr: Threonina. 
TBS: Buffer salino Tris. 
TCR: Receptor de células T. 
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Wire: Proteína asociada con Wip. 
  
 20 1. Introducción |  
 
1. Introducción  
 
Los linfocitos T (también conocidos como células T) son un grupo de leucocitos esenciales para la 
generación de la respuesta inmune adaptativa en vertebrados. Sus progenitores se producen en la médula 
ósea en respuesta a una serie de estímulos, desde donde viajan al timo, para completar su diferenciación a 
células T competentes. Los linfocitos T expresan un receptor de antígeno (TCR) en su membrana que es 
específico para antígenos exógenos. Este receptor es clave durante el desarrollo y maduración de los 
linfocitos T en el timo para seleccionar aquellas células que reconocen antígenos extraños al organismo y 
eliminar células T que reconocen antígenos propios, ya que la maduración de estos últimos causaría 
enfermedades autoinmunes. Este proceso de selección tímica se basa en el reconocimiento de antígenos 
asociados al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Estos antígenos, reconocidos por el TCR, 
permiten a la célula T discriminar antígenos propios de extraños en un proceso que transforma la intensidad 
de la señal en supervivencia (selección) o eliminación (deleción). La intensidad de la señal depende en gran 
medida de la afinidad de la interacción TCR: MHC. Una vez completado el proceso de selección de las 
células T, éstas abandonan el timo como linfocitos T naïve, lo que significa que son inmunocompetentes para 
un antígeno específico no propio, con el que aún no han entrado en contacto en la periferia. Los linfocitos T 
patrullan constantemente el organismo “buscando” su antígeno específico. Esta búsqueda se lleva a cabo en 
los órganos linfoides secundarios (OLS, también conocidos como ganglios o nódulos linfáticos), en los que 
los linfocitos T naïve forman contactos con células dendríticas presentes en los OLS que transportan 
antígenos desde la periferia procesados y asociados al MHC. Los contactos entre linfocitos T y células 
dendríticas (y también otras células presentadoras de antígeno, o CPA) pueden ser de larga duración (>24h) y 
adoptan una conformación muy concreta, semejante al contacto entre un terminal pre- y post-sináptico en el 
sistema nervioso, lo que se conoce como sinapsis inmunológica (SI). Este trabajo de Tesis Doctoral ha 
tratado de determinar el papel de un regulador clave de la organización del citoesqueleto de los linfocitos T 
humanos, la miosina no muscular de clase II-B, (NMII-B) en la formación de la SI entre linfocitos T y 
células presentadoras de antígeno.  
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1.1 La sinapsis inmunológica en la activación de los linfocitos T: similitudes y diferencias con la 
sinapsis neuronal. 
La Sinapsis Inmunológica (SI) es un evento clave en el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa esencial 
para la correcta activación de los linfocitos T. Los primeros estudios ex vivo de este proceso fueron 
realizados por Norcroos en los primeros años de la década de los 80 (1). El término “Sinapsis Inmune” fue 
acuñado por Paul y Seder en una revisión publicada en 1994 (2), para reflejar las similitudes entre los 
contactos axón-dendrita del sistema nervioso y estos contactos inmunes, que incluyen asociaciones estables a 
lo largo del tiempo en una porción pequeña de membrana, así como la señalización polarizada desde un 
terminal pre-sináptico (en este caso la CPA) hacia un terminal post-sináptico (la célula T). Las mejoras en las 
técnicas de microscopía durante los años 1990 y el descubrimiento de la green fluorescent protein (GFP) y 
sus derivados permitieron estudiar con detalle la localización subcelular de distintos componentes 
involucrados en la formación de la SI, incluyendo receptores y moléculas de señalización. Estos 
descubrimientos eclosionaron en publicaciones seminales de los grupos liderados por, Mike Dustin, Andrey 
Shaw y Avraham Kupfer (3-5), que redefinieron la SI como la manifestación física de la activación de los 
linfocitos T. La segregación de receptores y moléculas de señalización en la zona a través de la cual los 
linfocitos T contactan con la CPA es un reflejo funcional del establecimiento de la SI, que permitió la 
definición de dominios funcionales de activación en la zona de interacción de los linfocitos T con la CPA 
(4). Es importante destacar que aunque el establecimiento de la SI requiere moléculas de adhesión que 
interaccionan con ligandos invariantes (por ejemplo la integrina LFA-1 de los linfocitos T interacciona con 
ICAM-1 expresado en la membrana de la CPA), este proceso requiere el reconocimiento especifico del 
antígeno dependiente del receptor de antígeno del linfocito T (TCR). El MHC puede ser clase I, que se 
expresa en todas las células de organismo y presenta antígenos de la vía endógena, marcando a la célula 
presentadora para su eliminación por linfocitos T citotóxicos (CD8); o clase II, que define a las células CPA 
“profesionales” y que presenta antígenos a los linfocitos cooperadores (CD4).  
La interacción específica entre el TCR expresado en la superficie de los linfocitos T CD4+ y el MHC-II 
cargado con un antígeno específico en el ganglio linfático produce la activación del linfocito T CD4+, 
caracterizada por un aumento de la expresión de marcadores de activación tales como como CD69, 
citoquinas así como un incremento de su capacidad proliferativa. Por su parte, los linfocitos T CD8+ se 
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activan en dos pasos. En el primero, el linfocito T CD8+ naïve interacciona con una célula dendrítica que 
presenta antígenos capturados por la vía exógena asociados a MHC-I (6). Este proceso, denominado 
“presentación cruzada” (llamado así porque los antígenos de la vía exógena se presentan asociados a MHC-I, 
en vez de a clase II como habitualmente), prepara funcionalmente al linfocito T CD8+, un proceso 
denominado “armado” (“priming”) (7). Una vez armado, el linfocito CD8+ es capaz de eliminar células 
diana que presentan la misma combinación de MHC-I: antígeno que la CPA utilizó durante el armado inicial 
de la célula CD8. En este trabajo nos hemos centrado en el establecimiento de sinapsis entre linfocitos T 
CD4+ y CPA.  
Las similitudes entre la sinapsis neuronal y la SI no se limitan a la estructura del contacto, sino que se 
extienden también al aspecto funcional (8). En el caso de las neuronas, la señal se transmite a través de 
mediadores solubles (neurotransmisores). En el caso de la SI, la señal está mayoritariamente anclada a la 
membrana del terminal pre-sináptico (complejo MHC: antígeno), lo que requiere proximidad espacial entre 
la membrana de los dos terminales. En la SI también existe tráfico de mediadores no anclados a la 
membrana. En general no se trata de mediadores solubles, sino incluidos en microvesículas, exosomas u 
otras estructuras membranosas. Este tráfico es mayoritariamente retrógrado, de la célula T a la CPA (9). 
Una vez establecida la interacción entre el receptor específico de antígeno del linfocito T (TCR/CD3), la 
señal de activación se propaga verticalmente por diversas cascadas de señalización hacia el núcleo, 
induciendo la activación de programas transcripcionales que activan al linfocito T. Sin embargo, este proceso 
no sólo depende de la transcripción. Por ejemplo, es necesario que otros receptores adhesivos se activen 
(para mantener el contacto T:CPA). La célula también necesita reposicionar y activar distintos orgánulos y 
elementos celulares, principalmente el citoesqueleto. Esta reorganización, junto con el tráfico de receptores y 
componentes de señalización desde y hacia la membrana plasmática, controla la intensidad y duración del 
contacto entre la célula T y la CPA. Este contacto puede durar desde unos pocos minutos (por ejemplo, entre 
linfocitos T CD8+ armados y células diana) hasta 24-48h (entre linfocitos CD4 naïve y células CPA en el 
ganglio).  
Estas diferencias implican un significado diferente del concepto de plasticidad sináptica inherente a ambos 
modelos. En el sistema nervioso, la plasticidad sináptica se refiere a las modificaciones que ocurren en los 
terminales post-sinápticos a partir de los cuales la señal se consolida y se adapta en función del grado de 
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excitabilidad de la neurona. En el contexto del sistema inmune este término se utiliza para describir los 
cambios funcionales del linfocito T producidos por la formación de una sinapsis estable, que incluyen la 
activación de los linfocitos T colaboradores o citotóxicos naïve, la función efectora de los linfocitos T 
citotóxicos y la anergia funcional que genera la apoptosis durante la selección tímica de los linfocitos T 
inmaduros. No obstante, la principal manifestación del fenómeno de plasticidad funcional es el desarrollo de 
la memoria inmunológica, en el cual se generan linfocitos T de larga vida media que responden con mayor 
eficacia a los antígenos a los que respondieron con anterioridad.  
1.2 Modelo espacio-temporal de la formación de la SI. 
El estudio de la SI se puede dividir en diversos episodios temporales mediados por diversos tipos de 
moléculas efectoras. Estos eventos no están aislados en el tiempo, sino que pueden solapar.  
1.2.1 Contactos iniciales (exploratorios).  
Los contactos exploratorios están mediados por interacciones de baja afinidad entre ligandos expresados por 
la célula CPA y receptores en el linfocito T. Los ligandos son mayoritariamente moléculas que pertenecen al 
glicocálix celular, que establece interacciones y repulsiones dependientes de carga eléctrica entre células T y 
las CPA (10). Otros contactos de baja afinidad son mediados por proteínas glicosiladas como pueden ser las 
galectinas. Estas proteínas glicosiladas se unen a moléculas del TCR con baja afinidad y no producen la 
activación del receptor (11). De hecho, el reconocimiento antigénico vía MHC compite con la galectina para 
activar el TCR/CD3 (11). 
Los receptores de quimiocinas también tienen un papel en la formación y en la posterior estabilización de los 
contactos iniciales de la SI. Estos receptores desempeñan una función de co-estimulación del TCR. También 
tienen función quimiotáctica, mediando la atracción de la célula T a los sitios anatómicos donde los 
linfocitos T maximizan la oportunidad de interaccionar con CPA. Finalmente, están implicados en la 
reorganización morfológica de la célula, controlando por ejemplo los niveles de F-actina en la célula T (12). 
Finalmente otros contactos exploratorios dependen de interacciones específicas entre proteínas. Por ejemplo, 
la integrina LFA-1 (αLβ2) es expresada por la mayor parte de CPA “profesionales”, e interacciona en baja 
afinidad con ICAM-3 del linfocito T (13). De manera similar, LFA-3 (en la CPA) interacciona con CD2 (en 
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el linfocito T). El significado biológico de estos contactos de baja afinidad es formar interacciones 
transitorias entre la célula T y la CPA para permitir la interacción del TCR con el complejo MHC: péptido. 
Si la afinidad entre el TCR y el péptido cargado por el MHC es suficientemente alta, esta interacción supera 
las fuerzas contrarias a la adhesión generadas por el glicocálix. De igual manera, cuando la afinidad entre los 
dominios hipervariables (CDR) y la secuencia del péptido presentado en el contexto del MHC es baja, la 
repulsión mediada por el glicocálix domina y el contacto celular se resuelve. Este sistema se considera un 
mecanismo de prevención para asegurar la no activación del linfocito T en respuesta a antígenos con baja 
afinidad para su TCR, siendo de vital importancia durante la maduración tímica.  
Figura I1 
 
Figura I1. Eventos claves durante la formación de la Sinapsis Inmune. 
El diagrama superior representa la adhesión especifica del linfocito T (izquierda) con la célula presentadora de antígenos o célula CPA 
o APC por sus siglas en inglés (derecha) a través de su MHC de clase II y la formación temprana de los dos dominios discretos de la 
estructura de la sinapsis, el “central supramolecular activation cluster” (cSMAC) en rojo, que contiene el receptor especifico de la 
célula T (TCR/CD3) y las proteínas de señalización accesorias de dicho complejo y el “peripheral SMAC” (pSMAC) en azul, en el 
que se disponen las proteínas de adhesión (integrinas) y sus proteínas adaptadoras. En la columna inferior izquierda se observa un 
esquema representativo de una sinapsis entre un linfocito T colaborador, formando una sinapsis inmune con una célula CPA 
profesional, los eventos claves de dicha sinapsis incluyen la acumulación de la actina en la zona de contacto entre las dos células 
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(esquema superior, en rojo) y la yuxtaposición del aparato secretor del linfocito T, en verde, que se dispone en la parte inmediatamente 
posterior de la estructura de actina así como el reordenamiento del centrosoma y la red de microtúbulos del linfocito T en la 
proximidad de la zona de contacto (esquema inferior izquierdo). Dicha polarización resulta en la secreción polarizada de exosomas 
hacia la célula CPA (esquematizadas como esferas verdes brillantes) así como la secreción no polarizada de diversas citoquinas 
(estrellas). En la columna inferior derecha se representa una vista esquemática de una sinapsis citotóxica entre un linfocito T citotóxico 
(CD8+) y su célula diana a través de su MHC de clase I, incluye la acumulación de F-actina en la zona del contacto y la formación de 
un dominio secretor especifico de este tipo de sinapsis, en el que se observa un aclaramiento de la actina (esquema superior) y la 
yuxtaposición de su aparato secretor (esquema inferior derecho), el resultado de dicha sinapsis es la secreción altamente polarizada de 
las partículas líticas del linfocito T (granzimas y perforinas) que producen la eliminación de la célula diana.  
Figura de: Ortega-Carrión A and Vicente-Manzanares M 2016 Concerning immune synapses: a spatiotemporal timeline. 
F1000Research 2016, 5:418.  
1.2.2. Activación del complejo TCR/CD3 y señalización temprana. 
El reconocimiento antigénico del péptido presentado vía MHC por el TCR a través de sus regiones 
hipervariables inicia la señalización temprana mediada por el complejo TCR/CD3. Es importante remarcar 
que solo es necesaria la unión y el reconocimiento antigénico de unos pocos complejos TCR/CD3 para 
inducir la activación del linfocito (14). La adhesión y el reconocimiento antigénico vía TCR favorecen la 
acumulación del mismo en la zona de contacto entre las dos células, que constituye un paso esencial en la 
formación de una sinapsis estable (15). Esta acumulación depende de la interacción entre el TCR y el MHC, 
que restringe el movimiento lateral de los receptores en la membrana. Sin embargo, la acumulación del 
complejo TCR/CD3 es superior a la concentración del mismo estimada por modelos de difusión en bicapas 
lipídicas, lo que sugiere que existen mecanismos adicionales de refuerzo de este proceso. En este sentido, el 
citoesqueleto de actina desempeña un papel crucial en la agregación del complejo TCR/CD3 (16, 17). Un 
estudio reciente ha demostrado el flujo de actina cortical está ralentizado en la zona en la que los TCR/CD3 
reconocen el complejo MHC: antígeno cargado con el antígeno, sugiriendo que existe una interacción entre 
el receptor de membrana y la actina cortical (18), esencial para una adecuada señalización vía TCR/CD3 
(19). En este sentido, el cambio conformacional del TCR cuando reconoce el complejo MHC: antígeno 
induce la interacción y reclutamiento del adaptador Nck a la cadena CD3, pudiendo servir como un nexo 
temprano de la activación del complejo TCR/CD3 con la actina (20). Otro de los factores claves en la 
formación de la SI es el tamaño de los agregados de TCR/CD3. Existen evidencias de la existencia de 
agregados muy pequeños de TCR/CD3 (<250 nm, llamados nanocomplejos) incluso antes de su interacción 
con el MHC cargado con el antígeno. Estos nanocomplejos se generan continuamente y se observan en la 
membrana plasmática de los linfocitos T incluso en ausencia de estimulación (21). El modelo más aceptado 
implica que el contacto con una superficie que contiene ligandos específicos para el complejo TCR/CD3 (en 
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este caso la membrana de la CPA que contiene los complejos MHC: antígeno) induce una inmovilización 
inicial de los nanocomplejos de TCR/CD3. Esta inmovilización alteraría el flujo centrípeto de actina, que se 
dirigiría hacia la zona de mayor concentración de TCR/CD3 (17, 22), arrastrando a los otros nanocomplejos 
de TCR/CD3 hacia la zona de contacto a través de su interacción con la actina vía Nck (23). Este proceso se 
ve favorecido por factores adicionales, incluida la generación de dominios especializados de membrana 
como dominios de tipo tetraspanina (24) y balsas de colesterol que favorecen la inclusión de los 
nanocomplejos de TCR/CD3 (25). La acumulación de nanocomplejos de TCR/CD3 en la zona de contacto 
genera un agregado detectable por microscopía óptica de fluorescencia, denominado central Supra 
Molecular Activation Cluster (cSMAC) (26). El cSMAC concentra el TCR/CD3 junto con co-receptores 
adicionales (CD28, CD4) (27) y moléculas de señalización (28).  
 
A pesar de que los principios generales de formación del cSMAC deben ser comunes, las peculiaridades de 
los distintos tipos de SI sugieren mecanismos específicos dependientes del tipo de linfocito T. Por ejemplo, 
los linfocitos CD8+ forman el cSMAC, pero la actina cortical se reduce en el contacto para facilitar la 
secreción polarizada de vesículas líticas (29), lo que implica la activación de cascadas que conducen a la 
despolimerización de actina local en el centro del contacto. De manera similar, las células T con un estado 
basal de activación más elevado, los linfocitos T de memoria y algunos modelos in vitro de célula T 
leucémica, tienden a presentar un único cSMAC de mayor tamaño, mientras que las células T naïve 
presentan varios SMAC de menor tamaño (30, 31). Esta divergencia en el nivel de agrupamiento del cSMAC 
puede deberse a diferencias en la expresión diferentes componentes celulares que promuevan o al menos 
faciliten el agrupamiento del TCR. Otra posibilidad es que la señalización vía TCR/CD3 sea más intensa en 
estas células, que podrían considerarse “pre-activadas”, lo cual favorecería un nivel de activación basal más 
elevado.  
1.2.3 Adhesión mediada por integrinas en el contexto de la SI. 
La señalización vía TCR/CD3 no sólo se propaga verticalmente hacia el núcleo, sino que también promueve 
la transactivación de otros receptores en la membrana plasmática. Uno de los más importantes es la integrina 
LFA-1 (αLβ2). Las señales que emanan del complejo TCR/CD3 inducen un aumento de la afinidad de LFA-1 
por su ligando ICAM-1, que se expresa en la membrana de muchas CPA (32). Este proceso causa el 
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establecimiento de un contacto adhesivo estable entre el linfocito T y la CPA. La transactivación de las 
integrinas en este contexto esta mediada por diferentes mecanismos, incluyendo la activación de la GTPasa 
Rap1, que activa al complejo RapL-RIAM, así como el complejo de tres moléculas compuesto por SLP-
76/ADAP/SKAP. RapL y RIAM forman un complejo unido por SLP-76 al dominio citoplasmático del TCR 
cuya función principal es la de atraer al adaptador de adhesión talina a la membrana plasmática (33). La 
talina actúa como conector entre las integrinas que median la adhesión entre  la matriz o la CPA y el 
citoesqueleto de actina. La talina es una molécula clave en la activación de las integrinas ya que su unión a la 
cola citoplasmática de la cadena β de las integrinas promueve la extensión conformacional de la integrina, 
permitiendo su unión al ligando (34). LFA-1 es la principal integrina que media la interacción entre el 
linfocito T cooperador y la CPA, y también tiene un papel fundamental en la formación entre el linfocito T 
citotóxico y la célula diana. Es importante destacar que no todas las CPA expresan ICAMs (los ligandos 
principales de LFA-1), por lo que otras integrinas pueden desempeñar su papel en la sinapsis dependiendo 
del contexto celular, por ejemplo VLA-4 (α4β1) y VLA-5 (α5β1) (35). 
 LFA-1, talina, otras integrinas así como proteínas citoplasmáticas que forman complejos con las integrinas 
(en células adherentes, estas proteínas se localizan en las adhesiones focales) se sitúan en el borde exterior de 
la zona de contacto entre la célula T y la CPA en la SI, definiendo una estructura que se denomina pSMAC 
(peripheral), por su disposición periférica en la zona de contacto. El mecanismo de segregación diferencial 
de estas moléculas al pSMAC no se ha caracterizado completamente, pero está relacionado con la 
interacción de los complejos adhesivos con el citoesqueleto de actina a través de talina y otros adaptadores, 














Figura I2 Principales interacciones proteicas durante la SI. 
El esquema incluye el reconocimiento específico por el TCR del péptido presentado por el MHC de clase II, la señal de co-
estimulación mediada por los receptores de membrana CD28 y CD80 presente en la CPA y la unión adhesiva entre LFA-1 e ICAM-1. 
Se observa en la figura la interacción esencial del complejo TCR/CD3 con la F-actina en la célula T para el mantenimiento de la 
sinapsis inmune y otras proteínas accesorias de las integrinas y de dicho complejo, incluyendo las moléculas de señalización que 
participan en la transactivación de la integrina LFA-1. El diagrama muestra el papel del complejo SLP-76/ADAP/SKAP-55 en el 
reclutamiento de kindlina-3 y RIAM en la región próxima de la integrina así como la función de Rap/RapL/RIAM en promover la 
asociación de la talina con la cadena β del dímero de LFA-1.  
 
Figura de: Ortega-Carrión A and Vicente-Manzanares M. 2016. Concerning immune synapses: a spatiotemporal timeline. 
F1000Research 2016, 5:418. 
1.2.4 El citoesqueleto de actina en la SI. 
El citoesqueleto de actina (microfilamentos) tiene un papel fundamental en la formación de la SI ya que 
participa en el agrupamiento del complejo TCR/CD3 y en la formación de los SMAC. Los microfilamentos 
no se limitan a actuar como sustrato para la interacción localizada de mediadores de la interacción entre la 
célula T y la CPA, sino que se reorganizan dinámicamente en respuesta a la señalización vía TCR/CD3 e 
integrinas, remodelando activamente la zona de contacto entre las dos células (36). 
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Las señales que emanan del TCR parecen dirigir la polimerización de actina. Por ejemplo, la activación 
conformacional del TCR promueve la asociación de la cadena  de CD3 al adaptador de actina Nck (20). 
Este proceso podría promover la polimerización de actina localizada por un proceso mediado por distintos 
efectores, notablemente WIP/WIRE and WASp (37). Sin embargo, existen evidencias de que la acumulación 
de WASp en el cSMAC implica su inactivación (38), lo que sugiere que esta asociación no promueve la 
acumulación de actina en esta región. Sin embargo, ensayos de adhesión a superficies bidimensionales 
recubiertas con anti-CD3/28 revelan que la polimerización de actina ocurre preferencialmente en la zona 
exterior del contacto, generando un intenso flujo centrípeto (retrógrado) de actina que promueve la 
acumulación del TCR/CD3 en el cSMAC, así como la desaparición de F-actina de esta región (19, 39) . Este 
flujo centrípeto presenta aproximadamente la misma velocidad que la observada en los lamelipodios de 
células migratorias (40). Este hecho junto con la geometría de la actina en estas regiones, que es dendrítica, 
así como la exclusión de la miosina no muscular de clase II sugiere que esta región se comporta como un 
lamelipodio. A nivel de señalización, estos datos sugieren que la interacción entre CD3 y Nck promueve la 
polimerización de actina cuando los agregados son pequeños (microdominios), y que la congregación de 
CD3/ Nck en el centro del contacto podría ser inhibitoria.  
El proceso de polimerización de actina dendrítica que se observa en la sinapsis depende de la activación de 
las GTPasas Rac y Cdc42 por señales que emanan del complejo TCR/CD3, así como de las integrinas. Estas 
señales activan al complejo Arp2/3, que promueve la nucleación de filamentos ramificados y la formación de 
redes de actina. El complejo Arp2/3 se localiza en regiones en las que la actina polimeriza dinámicamente, e 
incluye las proteínas de unión a actina Arp2 y Arp3 y otras 5 subunidades proteicas. Un modelo de 
nucleación dendrítica de la actina establece que el complejo Arp 2/3 es reclutado a la zona activa de 
polimeración donde actúa como un nucleador de la actina (41). El complejo ancla la nueva estructura 
filamentosa en un ángulo de 70º respecto al filamento original, lo que permite la generación de una red 
compleja de filamentos con estructura dendrítica (42). La activación del complejo Arp 2/3 ocurre vía 
WAVE/Scar (Rac) o WASP/N-WASp (Cdc42) e implica otras muchas moléculas como ya se ha comentado 
anteriormente tales como WIP/WIRE (WASp), Sra/Nap/Abi/Brk1 (WAVE). Todas las proteínas de la 
familia WASp contienen un dominio C-terminal capaz de activar el complejo Arp 2/3 (43). WASP se recluta 
hacia la zona de la sinapsis y participa en la formación de la estructura que permite el movimiento lateral del 
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TCR acoplado al MHC y sus adaptadores (44). De hecho, los portadores de una mutación en WASP padecen 
una inmunodeficiencia denominada síndrome Wiskott-Aldrich (SWA), que se caracteriza por una deficiente 
proliferación de linfocitos T dependiente de TCR y una reducción del flujo intracelular de Ca
2+
 
citoplasmático en los linfocitos T activados (45). Las proteínas de la familia WASP también median el 
tráfico linfocitario dependiente de CXCL12, ya que dicho quimioatrayente induce la fosforilación de WASP 
y de algunas de las proteínas adaptadoras como Nck y Cas, que participan en la reorganización de actina 
durante la migración celular (46).  
El rápido flujo centrípeto de actina observado en la periferia del contacto se ralentiza a medida que nos 
acercamos al centro del contacto (39). Esta zona de flujo más lento se asemeja a la lamela (lamellum) de las 
células migratorias en términos de velocidad de flujo y presencia de NMII-A. La NMII-A no es necesaria 
para el mantenimiento de la velocidad de flujo de la actina (19), pero sí para el mantenimiento del 
agrupamiento del TCR/CD3, lo que se observa también en complejos de linfocitos T con CPA cargadas con 
antígeno (47). Específicamente, la NMII-A forma arcos de haces de filamentos de actina, muy similar a los 
arcos de actina contráctiles que se observan en la lamela de las células migratorias (48) . Los micro-dominios 
de TCR/CD3 parecen utilizar estos arcos de actina como líneas de guía para concentrarse en la zona central, 
lo que sugiere que estas estructuras facilitan la translocación centrípeta de los receptores de la SI (49).  
Otras proteínas importantes en la regulación de la geometría de la actina en la SI son las proteínas de unión a 
actina de función entrecruzadora, por ejemplo α-actinina y filamina. Estas dos moléculas son capaces de 
unirse simultáneamente a la actina y a las integrinas β1 (50, 51) y responden a la activación del TCR vía 
MHC (52, 53). La α-actinina pertenece a la súper familia de las espectrinas y facilita el entrecruzamiento 
paralelo y/o anti-paralelo de los filamentos de actina (54). Por su parte, la filamina entrecruza 
ortogonalmente los filamentos, dando lugar a estructuras reticuladas (55). Los linfocitos T expresan 
fundamentalmente filamina A (56). La filamina tienen una función esencial en la célula debido a su 
capacidad de interacción con la actina como proteína estructural, permitiendo la interacción de la actina con 
diferentes moléculas del citoesqueleto y proteínas de señalización y receptores de membrana (57). La 
filamina A presenta una localización diferencial en el linfocito T durante la sinapsis, debido a que se recluta 
a la zona de contacto entre las dos células, co-localizando con PKCθ (52).  
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Existen otros mecanismos que intervienen en la reorganización de la SI. La despolimerización de los 
microfilamentos y el posterior remodelado de los mismos es una condición indispensable para el cambio 
morfológico vía Arp 2/3 y la generación de la polaridad celular durante la formación de la SI (58), similar a 
otros eventos de polarización celular promovidos por la reorganización de la actina, por ejemplo la 
formación de neuritas (59). La despolimerización de actina ocurre mediante dos mecanismos fundamentales: 
el envejecimiento de los filamentos y su escisión, catalizada por distintos mediadores. El mecanismo mejor 
caracterizado de despolimerización de actina es el generado por la actividad de la ADF/cofilina. Las 
ADF/cofilinas, (Actin-Depolymerising-Factor) son una familia de proteínas muy conservadas 
evolutivamente (60), caracterizadas por la presencia de un dominio común de homología de unión a la actina 
(61). La ADF/Cofilina es el principal promotor de la despolimerización de los filamentos de actina en la 
célula. Su mecanismo de acción consiste en la unión lateral de la cofilina a los filamentos de actina de 
manera cooperativa (62), promoviendo la despolimerización de los filamentos debido a una alteración 
termodinámica y de las propiedades funcionales del filamento de actina (63). Además, la cofilina modifica la 
capacidad de unión del filamento de actina a otras proteínas de unión a actina, por ejemplo tropomiosina y 
miosina (64). Este mecanismo permite la generación de importantes cambios estructurales en la célula (65, 
66), lo que implica una regulación espacio-temporal compleja (67). 
En resumen, la organización del citoesqueleto de actina en la SI es un proceso multimolecular 
extraordinariamente complejo que abarca cambios locales, rápidos y transitorios en la activación de distintos 
compartimentos de señalización que dan lugar a una segregación molecular de receptores y proteínas 











Figura I3 Arquitectura y dinámica de la actina durante la SI. 
En el esquema se observa la característica acumulación de actina en la zona de contacto entre la célula T y la CPA. Según el 
citoesqueleto de actina de la célula T se reconoce un tercer “supramolecular activación cluster” una región rica en actina periférica 
denominada “distal SMAC” (dSMAC). En la figura se observa también la disposición de NMII en la zona de la sinapsis en forma de 
arcos, a través de su unión a la actina en el pSMAC. Los microdominios de señalización que contienen TCR característicos del 
cSMAC y otras moléculas de señalización (bolas de oro) se forman en la periferia de la sinapsis y son transportados por el 
citoesqueleto de actomiosina hacia la región del cSMAC. El movimiento del microdominio se acopla al flujo centrípeto de la red de 
actina (flechas azules). El flujo de actina en la zona dSMAC se debe principalmente a la adición de monómeros de actina a los 
extremos libres de la red de los filamentos ramificados de actina, permitiendo el crecimiento de la red de actina que se encuentran 
justo debajo de la membrana plasmática.  
Figura de: Comrie WA and Burkhardt JK. 2016. Action and Traction: Cytoskeletal Control of Receptor Triggering at the 
Immunological Synapse. Frontiers in immunology. 7:68. 
1.2.5 Microtúbulos y secreción polarizada. 
La polarización impuesta por el contacto del linfocito T con la CPA durante la formación de la SI promueve, 
además de la activación de vías de señalización que se propagan al núcleo (descrita brevemente en la 
siguiente sección), la redistribución de muchos de los orgánulos funcionales de los linfocitos T así como 
otras redes citoesqueléticas, por ejemplo microtúbulos. En concreto, los microtúbulos se polarizan hacia la 
zona de contacto dirigidos por el centro organizador de microtúbulos (MTOC o centrosoma), que es 
reclutado hacia la SI mediante un mecanismo dependiente de dineína (68). La polarización del MTOC es 
esencial para la correcta activación de los linfocitos T (68) y conlleva la redistribución del aparato de Golgi, 
las mitocondrias, el retículo endoplasmático y los cuerpos multivesiculares (69). La polarización de los 
microtúbulos permite la secreción polarizada de vesículas en la zona de contacto entre la célula T y la CPA. 
Esta secreción polarizada es crucial en las sinapsis entre células T citotóxicas y células diana para confinar la 
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“señal de muerte” a la célula que está presentando antígenos exógenos asociados a clase I (70). En el caso de 
sinapsis mediadas por clase II, la necesidad de una secreción polarizada es menos obvia, pero está 
relacionada con la transmisión de información por parte de la célula T a la CPA contenida en exosomas, por 
ejemplo ARN cortos reguladores (71).  
1.2.6 Activación del linfocito T. 
Los linfocitos T se activan de manera dependiente de antígeno a través de la SI. Esta activación consiste en la 
expresión de moléculas y mediadores que permiten que el linfocito T realice su función efectora, ya sea 
eliminar células infectadas por patógenos (citotóxicos) o activar otros tipos celulares por secreción de 
citoquinas (colaboradores). En ambos casos, la activación produce la expansión clonal de los linfocitos T 
específicos para el antígeno que inicia la señal. Este proceso se inicia por el reconocimiento del complejo 
MHC: péptido por el TCR e implica a una serie de co-receptores o proteínas citoplasmáticas asociadas al 
mismo, proteínas de señalización, segundos mensajeros, etc. El reconocimiento antigénico mediado por los 
por las subunidades αβTCR del complejo TCR-CD3 promueve un cambio conformacional en los 
heterodímeros que forman las otras subunidades del completo TCR/CD3, lo que favorece la fosforilación de 
los dominios ITAM (Immunoreceptor Tyr-based Activating Motif) de las subunidades CD3ε y CD3 por Lck 
(72). El dominio CD3 es un elemento esencial para la transducción de la señal y su fosforilación se considera 
como un marcador de activación “canónico” del comienzo del proceso de señalización que conduce a la 
activación completa del linfocito T. Los dominios ITAM constituyen plataformas de unión para los dominios 
SH2 de ZAP70, una proteína tirosin quinasa que se acumula en la proximidad de los complejos TCR/CD3 y 
fosforila el adaptador LAT en diferentes residuos de tirosina (73). Esto activa a la PLCγ, que hidroliza 
fosfatidilinositol bifosfato (PIP2). Este fosfolípido se localiza en el dominio citoplasmático de la membrana 
plasmática, y su hidrólisis por PLCγ genera dos segundos mensajeros, inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol 
(DAG). Así, la señal de activación del TCR se divide en dos vías de transducción de señales: la vía del calcio; 
y la de las proteínas quinasa C (PKC), respectivamente (74). Estos segundos mensajeros producen la 
activación, inducción y transporte al núcleo del linfocito T de varios factores de transcripción cruciales para la 
activación trasncripcional de la célula T, incluyendo NF-AT, AP1 y NF-κB (75). La familia de factores de 
transcripción NF-κB está regulada por la vía de las PKC y controla una gran cantidad de genes involucrados 
en la activación y metabolismo de los linfocitos T, proliferación celular y regulación de la apoptosis (76), lo 
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cual conduce a la expansión clonal del linfocito T una vez iniciada la respuesta inmune (77). La familia de 
factores de transcripción NF-AT está regulada por el calcio citoplasmático vía calmodulina. NF-AT participa 
en la transcripción de genes claves para los linfocitos T activados, tales como los implicados en la síntesis y 
liberación de IL-2, diversos receptores de citoquinas y de moléculas implicadas directamente en la 
proliferación celular. Otro factor de trascripción regulado por la vía del calcio es Mef2, que participa en la 
regulación de la apoptosis (78). Existen otros factores de transcripción que se activan a través de la 
estimulación del TCR, como los factores de transcripción de la familia FOXO, que participan en la regulación 
de la proliferación celular y de la apoptosis. El miembro más conocido de esta familia es Foxp3 que participa 
en la supresión de la actividad de los linfocitos T, aumentado la expresión génica de las proteínas claves de 
los linfocitos T reguladores (79).  
Existe una serie de receptores de membrana que se inducen durante la activación de los linfocitos T. Un 
ejemplo es CD69, que es una proteína de tipo lectina que se considera un marcador clásico de activación de 
los linfocitos T (80). CD69 está implicado en la regulación del metabolismo de los linfocitos T activados 
(81) y su deleción sistémica produce enfermedades autoinmunes (81, 82). Otros receptores inducidos durante 
la activación de los linfocitos T pueden modificar su grado de activación de manera independiente de 
antígeno. Claros ejemplo son los receptores de citoquinas. Un ejemplo de estos receptores es la subunidad 
del receptor de IL-2 que confiere alta afinidad (CD25). La IL-2 es el principal factor de crecimiento de los 
linfocitos T activados y las células TREG. CD25 se expresa constitutivamente en TREG y de manera inducible 
en linfocitos efectores. La unión de IL-2 al complejo de alta afinidad (que contiene CD25) activa varias vías 
de transducción de señales que participan en la progresión del ciclo celular e inhibe la apoptosis de los 
linfocitos T, por ejemplo la ruta de las MAP quinasas (83), que converge en la fosforilación, activación y 
translocación nuclear de ERK (84). Otra vía es la cascada de las Janus quinasas (JAK), que fosforila y activa 
a factores de transcripción de la familia STAT. En el caso del receptor de IL-2, JAK1 fosforila STAT5 (84). 
Otra vía dependiente de la conversión de PIP2 a PIP3 por la enzima fosfatidil inositol 3-quinasa es la 
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1.2.7 Finalización de la Sinapsis Inmune. 
El contacto de las células T con las CPA termina rápidamente si el contacto no se estabiliza por el 
reconocimiento específico del MHC por parte del complejo TCR/CD3. En el caso de un contacto productivo, 
la señal termina con la activación del linfocito T (cooperador o citotóxico naïve en presentación cruzada) o la 
destrucción de la célula diana (citotóxico armado). En este último caso, la finalización de la sinapsis podría 
ser dependiente de la inversión de la membrana plasmática de la célula diana. En este caso, moléculas típicas 
de la cara interna de la membrana plasmática, como fosfatidilserina o anexina V quedarían expuestas al 
medio extracelular. La exposición al medio exterior de anexina V o fosfatidilserina es un evento típico del 
proceso de apoptosis, lo cual permitiría postular que el linfocito T citotóxico podría reconocer estas señales 
de apoptosis en la célula diana (86).  
En el caso de los linfocitos T colaboradores o linfocitos T citotóxicos naïve, la señal debería estar 
relacionada con el nivel de activación del linfocito T. Una posibilidad es la disminución del reciclaje de 
moléculas del TCR exhaustas desde la membrana plasmática (87). En este sentido, se ha postulado que el 
cSMAC es una localización de terminación de la señal, con elevada ubiquitinación, defosforilación e 
internalización, mientras que la señalización vía TCR se mantiene elevada en los microdominios presentes en 
el pSMAC (88). De esta manera, la terminación de la señal en la SI podría explicarse por un modelo en el 
cual la activación completa del linfocito T conlleva el reclutamiento de la mayor parte del TCR al cSMAC, 
inhibiendo la mayor parte de la señal, terminando el contacto una vez se inactiven las integrinas presentes en 
el pSMAC.  
1.3 Miosina no muscular de clase II. 
Las miosinas son una súper-familia de proteínas motoras de unión a actina que generan fuerza de manera 
dependiente de ATP dentro de la célula y que participan de manera fundamental en casi todos los procesos 
celulares que incluyen movimiento y reorganización de la arquitectura celular, tales como la citocinesis, la 
migración celular, etc. Esta súper-familia es muy extensa, habiéndose catalogado hasta 29 miosinas 
diferentes de acuerdo a criterios génicos o estructurales. La miosina no muscular de clase II (NMII) 
pertenece a la clase II (miosinas convencionales) y es una proteína de expresión ubicua en las cuales es capaz 
de generar fuerzas mecánicas (también de responder a las mismas, ver más adelante) dentro de la célula o en 
su área de influencia. En general, las miosinas convierten la fuerza mecánica que generan en trabajo 
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mecánico a través de su asociación con sistemas de filamentos, mayoritariamente de actina. En algunos 
casos, como por ejemplo la miosina V, la molécula utiliza la fuerza que genera para desplazar cargas 
(vesículas) a lo largo de los filamentos. En el caso de la NMII, son los propios microfilamentos los que se 
desplazan, reestructurando su disposición en la célula, así como la de las moléculas y orgánulos asociados a 
la actina. En este sentido, la NMII es muy similar a la miosina II muscular, que forma bandas estacionarias 
cuya contracción/ relajación induce el movimiento de los filamentos en el sarcómero, produciendo el 
movimiento de los músculos (89).  
Estructuralmente, la unidad funcional de NMII está compuesta por un hexámero que contiene dos cadenas 
pesadas (MHCII) y cuatro cadenas ligeras. La MHCII es una proteína de ≈220 kDa dividida en cuatro 
dominios: el dominio N-terminal presenta estructura globular y contiene tiene actividad de unión a actina 
dependiente de Mg
2+
 así como actividad ATPasa. Ambas actividades conforman el dominio motor, que está 
muy conservado entre distintos tipos de miosina (90). El dominio motor se une a una larga cola helicoidal a 
través de una región “cuello” que también actúa de sitio de unión para dos cadenas ligeras por cada MHCII. 
La cola helicoidal (≈1000 amino ácidos) actúa como dominio de dimerización de las dos MHCII, y termina 
en un dominio no helicoidal corto cuya función es regular la formación de oligómeros de NMII. Las cadenas 
ligeras se dividen en esencial (o álcali) y reguladora (ELC y MLC/RLC, respectivamente). Ambas 
desempeñan una función estructural, pero la MLC además controla la función del hexámero por fosforilación 
de residuos específicos que catalizan la actividad ATPasa de la MHCII y controlan el plegamiento 
conformacional del hexámero. 
La NMII puede adoptar dos conformaciones estables en la célula, una en la que la NMII es capaz de 
interaccionar con la actina o formar oligómeros y otra en la que es incapaz. En esta última conformación, el 
dominio motor de NMII interacciona con la cola de la proteína formando una estructura plegada que requiere 
alta velocidad para sedimentar, por lo que también se conoce como 10S (91). La conformación competente, o 
activa, es más extendida, con lo que sedimenta a más baja velocidad (6S). En la conformación 6S, la NMII 
interacciona tanto con los filamentos de actina como con otros hexámeros de NMII, formando mini-
filamentos anti-paralelos de NMII (92). Estas dos conformaciones son, en principio, reversibles y la 
adopción de una u otra conformación está regulada por la fosforilación de dos residuos de la RLC, Thr18 y 
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principalmente Ser19. Estas fosforilaciones favorecen la conformación 6S y promueven la actividad ATPasa 
de la MHCII.  
Figura I4 
 
Figura I4 Estructura funcional y cambio conformacional del hexámero de miosina. 
En el esquema se muestra el cambio conformacional del hexámero de miosina de una estructura de 10S inactiva, a una conformación 
6S activa, por la fosforilación de residuos claves de la RLC. En la conformación activa se observan las 6 proteínas del hexámero: Las 
dos cadena pesadas (MHCII) con sus dominios globulares o motores, el dominio de cola súper-enrollado y la cola no helicoidal, las 
dos cadenas esenciales (ELC) o “álcali” y las dos cadenas reguladoras (RLC), donde se localizan los residuos que participan en el 
cambio conformacional. En conformación 6S, el hexámero puede formar uniones anti-paralelas con otros hexámeros de miosina e 
interaccionar con los filamentos de actina, lo que le permite generar fuerzas mecánicas en las células. 
Figura de: Vicente-Manzanares M, Ma X, Adelstein RS, Horwitz AF. 2009. Non-muscle myosin II takes centre stage in cell adhesion 
and migration. Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 10, 778-790.  
El fenómeno fisiológico que determina la capacidad de la NMII de unirse a la actina y generar la fuerza 
necesaria en la célula fue descrito originalmente en músculo (89) y posteriormente traducido a modelos no 
musculares por Spudich (93). Este modelo se denomina de puente basculante (“cross-bridge”), para 
representar la unión transitoria de la miosina a la actina mediada por la hidrólisis de ATP. Este ciclo genera 
la de la mayor parte de fuerzas mecánicas celulares y está altamente conservado en las diferentes proteínas 
de la familia. Las diferencias en los parámetros cinéticos confieren a las diferentes miosinas sus propiedades 
enzimáticas particulares. Los parálogos de la NMII muestran ligeras diferencias en sus constantes de afinidad 
por el ATP/ADP que son las que determinan a su vez la relación de trabajo (tiempo de unión del parálogo a 
la actina durante un ciclo de hidrólisis de ATP) y la velocidad de deslizamiento del filamento de actina de 
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cada isoforma. En este modelo, el filamento de NMII unido a una molécula de ATP está libre en el 
citoplasma sin formar ningún tipo de asociación con la actina, esto ocurre debido a que el sitio de unión de la 
miosina por la actina está dividido por una hendidura característica que le hace presentar muy baja afinidad 
por esta molécula impidiendo por tanto al unión en esta conformación. La hidrolisis del ATP unido a la 
NMII es un proceso dependiente de Mg
2+
 regulado por la actina; la hidrólisis cataliza el paso ATP  ADP+ 
Pi. Este estado intermedio cierra la hendidura del sitio de unión a la actina de la molécula de NMII, 
promoviendo la adquisición de una conformación de alta afinidad por el filamento de actina. Así, la NMII se 
une al filamento de actina. Esta unión cataliza la liberación del fosfato (Pi), que a su vez promueve un 
movimiento conformacional en la región de unión del ATP que se amplifica gracias al dominio “cuello” de 
la MHCII (“power stroke”, en inglés). Dado que la NMII está unida a la actina durante esta parte del 
proceso, el cambio conformacional desplaza el filamento de actina, mientras que la NMII mantiene su 
posición. Una vez liberado el fosfato, el ADP tiene poca afinidad por el sitio de unión de nucleótido, 
favoreciéndose el intercambio con otra molécula de ATP. El intercambio de ADP por ATP abre de nuevo la 
hendidura, comenzando el ciclo de nuevo. Uno de los elementos claves del ciclo es el tiempo que permanece 
la miosina unida al filamento de actina, lo cual nos indicará la capacidad de trabajo que produce la actina en 
la célula. Esta variable del ciclo se denomina relación de trabajo y es específico de cada molécula. El trabajo 
mecánico generado por la NMII a nivel celular es causado por el movimiento concertado de muchos haces de 














Figura I5 Ciclo de generación de fuerza mecánica de la NMII. 
El esquema incluye los pasos claves en el ciclo de unión entre la miosina y la actina como se ha descrito en la sección 1.3. La cabeza 
de la miosina en conformación de baja afinidad por la actina se representa en violeta; alta afinidad, en azul. La relación de trabajo 
(“duty ratio”) es el tiempo en el cual la actina permanece unida a la miosina, determina la capacidad de ejercer fuerza de la proteína y 
es dependiente de parálogo. 
 
Figura de: Juanes-García A, Llorente-González C and Miguel Vicente-Manzanares. Non-muscle myosin II. Springer’s Encyclopedia 
of Signaling Molecules. 2017 
1.3.1 Isoformas de MHCII y parálogos de NMII. 
En células de mamífero, la NMII se presenta en forma de tres parálogos principales que se diferencian tanto 
en su expresión en los tejidos como en sus propiedades mecanobiologicas convergentes, complementarias y 
no solapantes en parte debidas a su localización celular y a sus constantes de afinidad por el ATP/ADP+ Pi, 
como se ha visto en la sección anterior. A nivel de terminología, utilizamos “parálogo” para referirnos al 
complejo funcional NMII (2×MHCII+2×ELC+2×RLC), haciendo referencia a la naturaleza de su cadena 
pesada, que está determinada por tres genes diferentes que se generaron probablemente por duplicación 
ancestral (94). Por otra parte, usamos el término “isoforma” para referirnos a la cadena pesada 
exclusivamente. Las isoformas de cadena pesada están codificadas por en MYH9 (cromosoma 
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22q12.3), MYH10 (cromosoma 17p13.1) y MYH14 (cromosoma 19q13.33) que codifican las cadenas 
MHCII-A, MHCII-B y MHCII-C, respectivamente. Se han descrito variantes de splicing de la cadena pesada 
con expresión más restringida en los diferentes tejidos (95). Existen también tres genes que codifican 
proteínas correspondientes a la RLC, MYL9 (cromosoma 20q11.23), MYL12A (cromosoma 18p11.31) y 
MYL12B (cromosoma 18p11.31), siendo la primera una variante de músculo liso de la RLC y las dos últimas 
estrictamente no musculares. Por el contrario, sólo se ha descrito una isoforma para la cadena esencial, 
codificada por el gen MYL6 (cromosoma 12q13.2). Las isoformas de la MHCII determinan el parálogo 
funcional de NMII, que denominamos respectivamente NMII-A, NMII-B o NMII-C. La eliminación 
específica de las cadenas pesadas MHCII produce por tanto la pérdida del parálogo funcional, y con ello las 
funciones celulares específicas del mismo (96). Por el contrario, la eliminación de la RLC o la ELC elimina 
todos los parálogos, ya que ambas proteínas son necesarias para el ensamblaje del hexámero funcional (97). 
En mamíferos, la expresión tisular de MHCII-A y MHCII-B es bastante ubicua (98). Existen algunos linajes, 
como plaquetas y eritrocitos y células musculares cardiacas adultas que no expresan NMII-B (99, 100). Por 
otro lado la expresión de la NMII-C es más restringida y se observa únicamente en músculo esquelético, el 
aparato digestivo y en órganos como el pulmón o los riñones (101).  
Las isoformas de la NMII muestran constantes de afinidad ATP/ADP ligeramente diferentes que determinan 
su relación de trabajo y la velocidad de deslizamiento del filamento de actina. La NMII-A tiene la relación de 
trabajo más baja, lo que significa que esta isoforma permanece unida a la actina sólo el 5-10% del tiempo del 
ciclo de hidrólisis de ATP, lo que es similar a la relación observada en la miosina II muscular. Por el 
contrario la NMII-B tiene una relación de trabajo mayor (20-40%), permaneciendo mucho más tiempo unida 
al filamento de actina, lo cual permite a la actina generar trabajo durante más tiempo en la célula, mientras 
que la relación de trabajo de NMII-C es intermedia entre NMII-A y NMII-B (102). Los ensayos de motilidad 
in vitro han demostrado que NMII-A mueve filamentos de actina 2-3 veces más rápido que NMII-B o NMII-
C (103). Estos parámetros son los que determinan las funciones celulares de las isoformas. De acuerdo con 
esto, la NMII-A es una isoforma “rápida”, que genera fuerza para promover el ensamblaje de nuevas fibras 
de actina, o en procesos dinámicos. Por el contrario, NMII-B es más “estructural”, ya que su dinámica lenta 
es más adecuada para soportar tensión (104).  
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Las funciones solapantes y específicas de la NMII-A y NMII-B han sido estudiadas mediante diversas 
aproximaciones, incluyendo organismos genéticamente modificados, siRNA y diversos mutantes de deleción 
y función. La deleción sistémica de MHCII-A causa defectos tempranos en la generación del endodermo 
visceral (105) debido a su papel crucial en la formación de los contactos intercelulares. A nivel celular, el 
uso de siRNA y shRNA ha revelado la función de este parálogo en el mantenimiento de la coherencia celular 
(106), la retracción del polo posterior durante la migración mesenquimal (96), la formación de los contactos 
adhesivos de las células con la matriz extracelular (107) y el mantenimiento de los contactos célula-célula 
mediados por cadherinas (108). En linfocitos T, el uso de animales en los que se ha delecionado 
específicamente MHCII-A reveló el papel esencial de este parálogo en la migración transendotelial (109) e 
intranodal (110). Sin embargo, su papel en la activación de los linfocitos T durante la formación de la 
sinapsis inmunológica es controvertido, con evidencias a favor de su papel en el agrupamiento de los 
complejos de señalización TCR/CD3 (47); pero también en contra (110, 111).  
Por su parte, los ratones deficientes en NMII-B se desarrollan algo más que los MHCII-A
-/-
, pero mueren en 
fase embrionaria tardía debido a hemorragias internas por un mal desarrollo del corazón, incluidos defectos 
en la formación de los septos cardíacos y posicionamiento anormal de las válvulas cardiacas (100). Estos 
ratones además tienen defectos en el desarrollo del cerebro, padecen hidrocefalia y son de menor tamaño que 
los animales control (112). Parte de estos defectos son corregidos por un mutante de MHCII-B que no genera 
contracción (113). Estudios usando fibroblastos de los embriones MHCII-B
-/-
 y siRNA han revelado que, a 
nivel celular, NMII-B es necesaria para la orientación de la protrusión (114) determinando la posición del 
polo posterior (115); promueve la reorganización de la matriz extracelular a través de la generación de 
contactos adhesivos estables (116); media los procesos de durotaxis (117) y determina la longitud y 
funcionalidad de las espinas dendríticas durante la sinaptogénesis del hipocampo embrionario (118).  
Finalmente, la deleción genética de NMII-C causa defectos en la cariocinesis de los mioblastos cardíacos 
sólo si también se reduce la cantidad de MHCII-B (119), y parece controlar la migración de algunos tipos de 
neuroblastos (120).  
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1.3.2 Regulación de la Miosina. 
La NMII está regulada fundamentalmente a dos niveles: 1) Control de la actividad de la actividad ATPasa 
del dominio globular, que controla su unión a la actina y el cambio conformacional; 2) Regulación del 
ensamblaje de mini-filamentos. La regulación de la actividad enzimática de la proteína esta mediada 
principalmente por la fosforilación de varios residuos claves de Ser y Thr en la RLC. El principal es Ser19 de 
la RLC, que controla el cambio conformacional de la estructura 10S a la 6S (91). Además, dicha 
fosforilación tiene la capacidad de modificar la afinidad de la NMII por el ATP (121), es decir que regula la 
relación de trabajo de la NMII. Por su parte, Thr18 es un residuo que incrementa aún más la actividad 
ATPasa de la miosina en sinergia con la fosforilación de Ser19 (122). Existen diferentes quinasas que pueden 
fosforilar los residuos claves de la RLC. Thr18 y Ser19 se fosforilan principalmente por quinasas que 
dependen de RhoA, una GTPasa que activa a la quinasa ROCK (RhO-associated Coiled-coil Kinase). ROCK 
fosforila directamente el residuo activador Ser19 (123) y además inactiva a la fosfatasa específica de miosina 
MYPT1 (124). Otra de las moléculas de la familia Rho que participa en la regulación de la NMII es Cdc42, 
que activa a la quinasa MRCK (Myotonic dystrophy-Related Coiled-Coil Kinase), que fosforila RLC en 
Thr18 y Ser19 (125). La NMII también está regulada por el Ca+ citoplasmático a través de la quinasa MLCK 
(Myosin Light Chain Kinase). Esta quinasa se activa a través de su unión a Calcio y fosforila 
preferencialmente el residuo Ser19 (120). La fosforilación de los residuo Ser1 y Ser2 de la cadena ligera esta 
mediado por proteínas de la familia proteína quinasa C (PKC). Su efecto principal en el hexámero es el de 
disminuir la afinidad de la NMII por la actina, inhibiendo por tanto la capacidad de la molécula de generar 
fuerza en la célula (126, 127).  
La interacción entre los hexámeros de NMII para formar filamentos anti-paralelos de NMII se basa en 
interacciones electrostáticas intermoleculares entre residuos cargados negativamente y positivamente que 
residen en la región C- terminal de MHCII. Es importante destacar que esta región contiene a su vez la 
mayoría de los residuos reguladores que subyacen a la especificidad isoforma, promoviendo así las 
interacciones homotípicas. Varias quinasas pueden regular la interacción entre los filamentos, incluyendo 
TRPM -6 y -7, miembros de la familia proteína quinasa C y CK2 (caseína quinasa 2). TRPM7 también 
regula la actividad de la NMII a través de la regulación de la homeostasis del Mg
2+
 en la célula (53). Otros 
reguladores del ensamblaje de NMII incluyen varias isoformas de tropomiosina, así como Lgl, que es una 
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proteína supresora de tumores que interactúa con el segmento C-terminal de MHCII-A y -B y que inhibe el 
ensamblaje de NMII-A in vivo (128). 
Figura I6 
 
Figura I6 Residuos claves de la RLC de la Miosina no Muscular.  
El esquema representa los residuos claves en la activación del hexámero de miosina, Ser19 y Thr18, fosforilados por diferentes 
quinasas como MLCK, ROCK y otras. Esta regulación es independiente de parálogo, ya que depende en exclusiva de la cadena 
reguladora, que es común. La fosforilación en Ser19 favorece la conformación abierta o activa del parálogo. Además, esta 
fosforilación también incrementa la actividad ATPasa de la cadena pesada a la que está unida, por lo que aumenta su capacidad de 
ejercer su función en la célula. Las fosforilaciones en los residuos reguladores Ser1 y Ser2 son inducidas por PKC. Estas 
fosforilaciones disminuyen la capacidad ATPasa del paralogo inhibiendo por tanto la capacidad de la molécula de generar fuerza en la 
célula. 
Figura de: Vicente-Manzanares M, Ma X, Adelstein RS, Horwitz AF. 2009. Non-muscle myosin II takes centre stage in cell adhesion 
and migration. Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 10, 778-790.  
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2. Objetivos:  
 
La función de la NMII-B en la generación de tensión intracelular y su papel crucial en la cito-
arquitectura de las células mesenquimales nos permite proponer que la NMII-B controla la 
polaridad intrínseca de los linfocitos T en el contexto de la migración celular y la activación 
mediada por contactos sinápticos polarizados.  
 
De acuerdo a nuestra hipótesis, los objetivos específicos de este trabajo de Tesis Doctoral son los 
siguientes:  
  
1) Analizar la expresión y la localización celular de NMII-B en células del linaje linfoide sometidas 
a diversos tipos de estimulación. 
 
2) Determinar el papel de NMII-B en la polaridad y en la capacidad de migración a través de 
membranas semipermeables de los linfocitos T. 
 
3) Analizar el papel de la NMII-B en la arquitectura del linfocito T durante la sinapsis inmune.  
 
4) Determinar si la NMII-B controla la activación de los linfocitos T.  
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3. Material y Métodos 
 
3.1 Células: 
En este trabajo, se han usado las siguientes líneas celulares:  
Obtenidas de DSMZ (Braunschweig, Alemania):  
- Jurkat, linfoblástica T (Homo sapiens) y su sub-clon J77 Cl20 (Vαl.2 Vβ8+ TCR), descrito en 
(129).  
- Raji (ACC-319), linfoblástica B (Homo sapiens) derivada de un linfoma de Burkitt. 
- Granta-519 (ACC 342), linfoblástica B (Homo sapiens) derivada de un linfoma B. 
- Peer (ACC 6), linfoblástica T (γδ) (Homo sapiens) derivada de una leucemia T. 
Obtenidas de ATCC (Manassas, USA):  
- CCRF-CEM, linfoblástica T (Homo sapiens) (CCL-119). 
- EL-4, linfoblástica T (Mus musculus) (TIB-39).  
- B16-F10, melanoma (Mus musculus) (ATCC CRL-6322).  
- COS-7, epitelio renal (Chlorocebus aethiops) (ATCC CRL-1651). 
- CHO.K1, epitelio (Cricetulus griseus) (ATCC CCL-61). 
Todas las células se cultivaron en medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640+GlutaMAX–
I+25 mM HEPES de Gibco–Invitrogen (Carlsbad, USA), suplementado con 10% con suero fetal bovino 
de GE Healtcare, Life Sciences, Hyclone, (Logan, USA), penicilina 100 μg/ml, estreptomicina 50 μg/ml y 
aminoácidos no esenciales; excepto las B16-F10, COS-7 y CHO.K1, que se cultivaron en DMEM 
(modificación de medio Basal Medium Eagle), glucosa 4.5g/dl para las B16 y COS7; 1 g/dl para las 
CHO.K1, de Gibco, suplementado con suero fetal bovino de GE Healthcare HyClone (Pittsburgh, USA) 
al 10%, penicilina 100 IU ml−1 estreptomicina 50 μg/ml (Gibco) y aminoácidos no esenciales (NE-AA, 
Gibco). Se comprobó la expresión de CD (cluster de diferenciación) típicos de linaje (CD3 para las líneas 
T; CD20 para las B) con anticuerpos específicos mediante citometría de flujo. Las células sanguíneas 
humanas mononucleares (PBMCs) se aislaron de buffy coats obtenidos de donantes sanos del Centro 
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Nacional de Transfusiones por gradiente de Biocoll de Biochrom, (Cambourne, UK) de acuerdo con 
procedimientos estándar. Los monocitos fueron separados del total de los PBMCs mediante adhesión a 
placa a 37ºC en el medio anteriormente descrito, para generar un cultivo de linfocitos de sangre periférica 
(PBLs). Las células no adherentes fueron lavadas de la placa. Cuando se indica, los linfocitos T CD4+ 
fueron purificados mediante selección negativa con esferas magnéticas recubiertas con anticuerpos 
específicos de linaje de la empresa MACS; Miltenyi Biotech (Gladbach, Alemania). Para generar los 
linfoblastos T humanos, los PBLs fueron cultivados durante dos días en presencia de fitohemaglutinina-L 
(PHA-L, 1 μg/ml)  de Sigma Aldrich (Nº Cat. 11249738001 Roche St. Louis, USA) o utilizando una 
combinación de anticuerpo anti-CD3 OKT3, de Biolegend (Cat. No. 317301, San Diego, USA) y anti-
CD28 de Biolegend (CD28.2, Cat. No. 302902) a 10 µg/ml and 5 µg/ml, respectivamente. A los 2-3 días, 
se retiró la PHA-L y se añadió al cultivo Interleuquina-2 (IL-2, 100 U·ml−1) donado por el NIH AIDS 
reagent program (Bethesda, USA). La IL-2 se sustituyó cada dos días y los cultivos se mantuvieron 
durante un total de 7 días (dos días con PHA-L y cinco días con IL-2). Estos estudios se han realizado de 
acuerdo a los principios de la declaración de Helsinki y aprobados por el comité ético para la 
investigación básica del Hospital La Princesa (Madrid); así mismo, se obtuvieron los consentimientos 
informados de los diferentes voluntarios humanos siempre que fue necesario. Los linfocitos T de ratón de 
la cepa C57/BL6 utilizados en la presente Tesis doctoral fueron suministrados por el grupo de 
investigación de la doctora María N. Navarro, del Centro de Biología Molecular “Severo Ochoa” 
(Madrid).  
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3.2 Anticuerpos y Reactivos: 
Se utilizaron anticuerpos contra las siguientes moléculas (se indica el antígeno, casa comercial, número 
de catálogo, tipo de anfitrión e isotipo del anticuerpo, si procede, y la dilución de uso.  
Tabla M1: Anticuerpos usados en este estudio. 
     Dilución utilizada 
Nombre Marca comercial Referencia Especificidad Marcaje WB IF FCS 
Miosina IIA Biolegend 909801 pAb conejo ninguno 1/5000 1/1250 
1/1000-
1/2000 





Institut de Génétique 
et de Biologie 
Moléculaire et 
Cellulaire 







CD3 (OKT3) Biolegend 317301 
mAb ratón 
IgG2ae 
ninguno - 1/100 1/200 
CD28.2 Biolegend 102101 mAb ratón IgG1 ninguno - - 1/200 
Vimentina (vim-
13.2) 
Sigma-Aldrich V5255 mAb ratón IgG1 ninguno 1/1000 - - 
GAPDH Biolegend 649202 mAb ratón IgG1 ninguno - - 1/200 
Talina 1 Abcam ab57758 mAb ratonIgG3 ninguno - 1/200 - 
α-Tubulina 
(DM1A) 
Millipore T9026 mAb ratón IgG1 ninguno 1/1000 - - 
PKC ζ Santa Cruz sc-216-G pAb cabra ninguno 1/1000 - - 








CD69 Biolegend 310924 mAb ratón biotinilado - - 1/200 









mAb ratón IgG1 




BD 347643 mAb ratón IgG1 FITC - - 1/50 
Anti- CD3 
(humano) 
BD 340661 mAb ratón IgG1 APC - - 1/50 
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Para la realización de dobles tinciones, se obtuvo un anticuerpo monoclonal murino (clon 2F2) que 
reconocía específicamente MHCII-A. El anticuerpo, generado por la Dra. Valeria Pavet-Portal en el 
Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire (Estrasburgo, Francia), se obtuvo por 
inmunización con el péptido específico de MHCII-A C-LAAENRLTEMETLQ (amino ácidos 862-875), 
que presenta un 70% de divergencia entre MHCII-A y MHCII-B. El péptido se conjugó a KLH y se 






APC - - 1/50 
Anti- CD8 
(humano) 






APC - - 1/50 
Anti- CD19 
(humano) 












Pacific Blue - - 1/50 
Anti-CD4 
(humano) 
BD 560158 mAb ratón IgG1 APC-H7 - - 1/50 
Anti-CD3ε 
(ratón) 
Tonbo Bioscience 145-2C11 
mAb hámster 
armenio IgG 
- - - - 
Anti-CD28 
(ratón) 
Tonbo Bioscience 40-0281 
mAb hámster 
sirio dorado IgG 
- - - - 
Anti-CD4 
(ratón)  
Tonbo Bioscience 60-0042 
mAb rata 
IgG2a, kappa 
Pe-Cy7 - - 1/200 
Anti-CD8  
(ratón) 
Tonbo Bioscience 65-0081 
mAb, rata 
IgG2a, kappa 
PerCP - - 1/200 
Anti-CD25 
(ratón) 
Tonbo Bioscience 20-0251 
mAb rata IgG1, 
lambda 
APC - - 1/200 
Anti-CD44 
(ratón) 
Tonbo Bioscience 25-0441 
mAb rata 
IgG2b, kappa 
APC-H7 - - 1/200 
Anti-CD3ζ Y83 Abcam ab68236 
mAb conejo 
IgG 











- 1/5000 - - 
anti-PLCγ1 
Y783 
Cell Signalling #2821 pAb conejo - 1/1000 - - 




- - - 1/5000 - - 
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inmunización, 30 µg a día 10 y 20 en adyuvante incompleto, y la última a día 30 con 60 µg en adyuvante 
incompleto). Las células productoras de anticuerpo fueron fusionadas cuatro días después de la última 
inmunización con células de mieloma P3X63 para obtener hibridomas inmortalizados. El screening 
inicial de los sobrenadantes se realizó en el laboratorio original (IGMCB, Estrasburgo) por ELISA usando 
el péptido usado para inmunizar, inmovilizado en placas de 96 pocillos. De aquí se seleccionaron seis 
clones, del cual se eligió el clon 2F2 para los experimentos realizados en este trabajo. Como parte del 
trabajo de esta Tesis Doctoral se ha comprobado la especificidad y ausencia de reactividad cruzada del 
anticuerpo contra las otras isoformas de MHCII. El anticuerpo reconoce una única banda al esperado peso 
molecular de 220 kDa que corresponde con el peso estimado de la cadena pesada de la miosina no 
muscular en la linea celular B16.F10, que expresa MHCII-A, pero no MHCII-B (115), pero no en la línea 
celular COS7 (que expresa MHCII-B, pero no MHCII-A) (115) (Fig. R9A). La especificidad del 
anticuerpo se verificó en experimentos de sobre-expresión, en los que observamos que el anticuerpo 
reconocía la GFP-MHCII-A sobre-expresada, pero no GFP-MHCII-B (Fig. R9B).  
3.3 Otros reactivos: 
Para la realización de experimentos de microscopía, se utilizaron los fluorocromos vitales CMAC (7-
amino-4-chloromethylcoumarin; C2110, 0.1 μM) de Thermo Fisher Scientific (USA), CFSE ( 2,5-
Pyrrolidinedione, 1-[[[3',6'-bis(acetyloxy)-3-oxospiro[isobenzofuran-1(3H),9'-[9H]xanthen]-5(o 6)-
yl]carbonyl]oxy]-150347-59-4) de Thermo Fisher Scientific (USA) a una concentración final de 1µg/ml y 
el marcador nuclear Hoechst (33258 2,5'-Bi-1H-benzimidazole, 2'-(4-ethoxyphenyl)-5-(4-methyl-1-
piperazinyl)-23491-52-3) de Thermo Fisher Scientific (USA) a una concentración de uso de 100mM. En 
los ensayos de activación celular se utilizó la enterotoxina E (SEE; 0.3 μg/ml) de Staphylococcus aureus 
ET404 de Toxin Technologies (Sarasota, USA). Los inhibidores de MEK1 PD98059 (HY-12028) y 
PD184352 (HY-50295) de Enzo Life Sciences (Farmingdale, USA). El montaje de los cubres de 
inmunofluorescencia (Borosilicato de 13 mm (Cat. No. 631.0150) y 25 mm de diámetro (Nº Cat. 631-
0171), glass type 1, de VWR) se realizó con Mowiol 488 (Nº Cat. 475904) de Merck-Millipore. En los 
ensayos de adhesión se utilizó fibronectina (F2006) (25 µg/ml diluida en HBSS) y poli-L-Lys (P8920) 
(50 µg/ml diluida en tampón borato) ambas de Sigma-Aldrich (USA), y también ICAM-1 recombinante 
(ADP4-050) (2 ug/ml en HBSS) de R&D Systems (USA). 
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3.4 Anticuerpos secundarios para Inmunofluorescencia y Citometría de Flujo: 
Para la identificación especifica de los filamentos de actina por citometría o microscopía se utilizó 
faloidina conjugada con Alexa Fluor 647 (A-22287; IF 1/200). Los anticuerpos secundarios  utilizados 
fueron los siguientes: cabra anti-conejo y cabra anti-ratón, purificados para evitar reconocimiento 
cruzado, conjugados a Alexa Flúor 488 (A-11034 y A-11029, respectivamente; FC/IF 1/200), Alexa Flúor 
568 (A11036 and A-11031, respectivamente; IF 1/200) y Alexa Flúor 647 (A-21443 y A-21236, 
respectivamente; FC/IF 1/200).  
3.5 Plásmidos y siRNAs, trasfección celular: 
Los plásmidos codificantes para GFP-MHCII-A y GFP-MHCII-B han sido descritos en (96). Las 
construcciones originales fueron generosamente donadas por el Prof. R.S. Adelstein (NIH Laboratory of 
Molecular Cardiology, Bethesda, MD). El plásmido conteniendo GFP-Vav1 fue donado generosamente 
por el Prof. Xosé Bustelo (CIC, Salamanca) y el que contenía CD3-GFP fue un regalo del Prof. Balbino 
Alarcón (Centro de Biología Molecular Severo Ochoa, Madrid). Los linfocitos T aislados de sangre 
periférica y la línea celular Jurkat fueron transfectados con el RNA de interferencia (siRNA) contra la 
miosina IIA humana (Myh9), secuencia 5-′GTATCAATGTGACCGATTTdTdT- 3′ y la miosina IIB (gen 
Myh10) (5′-GGAUCGCUACUAUUCAGGGAdTdT-3′). Como control negativo, se usó una secuencia 
sintética con baja homología en el transcriptoma humano (5′-CGUACGCGGAAUACUUCGAdTdT-3′). 
Los siRNA fueron comprados a Eurogentech (Lieja, Bélgica). Para la trasfección, las células (10
7
) fueron 
centrifugadas a 1,200 rpm durante 5 min y resuspendidas en 10 ml de Hank's balance salt solution (HBSS) 
de Lonza (Basilea, Suiza). Este proceso se repitió dos veces. Al final, las células se resuspendierón en 
400 μl Opti-Mem I de Gibco–Invitrogen. Los plásmidos correspondientes (10 μg por condición) o el 
siRNA (10μg por condición) se mezclaron con las células en cubetas de electroporación de 0.4 cm de 
BioRad (Nº Cat. 1652088,  USA) y se sometieron a electroporación en un dispositivo Gene Pulser II de 
BioRad. Las condiciones de electroporación fueron: 240 V, 975 mΩ, ∼25 ms. Inmediatamente después de 
la electroporación, las células se resuspendierón en 5 ml de medio de cultivo. Las células primarias CD4+ 
T fueron transfectadas por el mismo protocolo 48 horas después de añadir PHA-L en el medio de cultivo. 
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La IL-2 se añadió inmediatamente después de la trasfección. Los experimentos se realizaron a las 72h de 
la trasfección.  
3.6 Citometría de Flujo: 
El análisis por citometría de flujo se realizó en un citómetro de flujo FACSCanto™ II de Beckton-
Dickinson. La selección de poblaciones hematológicas tanto humanas como murinas y el análisis de 
expresión de marcadores específicos de linaje se realizaron mediante el BD FACSDIVA™ SOFTWARE 
y el software de análisis Cyflogic Version 1.2.1 de Cyflo Ltd (Turku, Finland). 
3.7 Activación de PBL y células T para la medida de expresión de NMII por inmunoblot y citometría de 
Flujo: 
Para la activación de los linfocitos T humanos, las células se incubaron inicialmente con PHA-L (1 
µg/ml) durante dos días. Posteriormente, las células se lavaron y se les añadió IL-2 (50 U/ml) en medio 
fresco. La IL-2 se renovó a las 48h y las células se mantuvieron en cultivo un total de 7 días. Para la 
estimulación dependiente de TCR/CD3, los linfocitos T humanos fueron incubados durante los tiempos 
indicados con el anticuerpo OKT3 (10 μg/ml) y el anticuerpo CD28.2 (5 μg/ml). En ensayos de 
estimulación por formación de SI, las células Raji fueron pre-incubadas con 0.3 μg/ml de enterotoxina E 
(SEE) (30 min), y luego mezcladas con células Jurkat en una proporción 1:5. Las células fueron 
centrifugadas a baja velocidad (900 rpm) e incubadas en tubos cónicos de 1.5ml a 37ºC y 5 % de CO2 
para favorecer la formación de conjugados. 
3.8 Conjugados celulares para análisis de Sinapsis Inmune mediante citometría de flujo y microscopia 
de fluorescencia y Confocal: 
Las células Raji, usadas como células presentadoras de antígeno (CPA) se lavaron con HBSS, se tiñeron 
con CMAC (10 μM), únicamente para los ensayos de microscopia, y se cargaron con SEE durante 30 min 
a 37 °C y 5% de CO2. Posteriormente las células T (2.5×10
5
) células por condición) se mezclaran en una 
proporción (1:1) con las células Raji en cubres recubiertos con poly-L-Lys- (50 μg/ml; 1 h a 37 °C) o 
fibronectina (20 µg/ml. 2 h a 37 °C), o en tubos cónicos de 15 mililitros de Corning, (New York, USA), a 
un volumen final de 2 ml en medio RPMI durante 24 horas. Las células se incubaron durante 30 min a 
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37 °C y se fijaron con paraformaldehído, de ThermoScientific, (Nº Cat. 28908, USA) al 4% diluido en 
PBS. Posteriormente, se permeabilizaron durante 5 minutos a temperatura ambiente con una solución de 
permeabilización se utilizó 0.5% de Triton X-100, (4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)phenyl-polyethylene 
glycol solution) de Sigma-Aldrich (Nº Cat. 93443). Las células fijadas y permeabilizadas para 
microscopia fueron tratadas con un tampón citoprotector para inmunofluorescencia (PHEM pH 6.9, 
conteniendo 60 mM PIPES, 25mM HEPES, 10 mM EGTA, 2 mM MgCl2, 2% BSA + 50 µg/ml gamma-
globulina humana + 0.05% acida) durante 30 min y teñidas con los anticuerpos primarios indicados, 
seguidos por los anticuerpos secundarios Alexa Flúor-488, -568 ó -647, en presencia, o no, de faloidina 
conjugada con Alexa Fluor 488, 568 o 647, como se indica en cada caso. Las preparaciones de 
microscopia fueron montadas con el medio de montaje Mowiol. Las imágenes de microscopia fueron 
procesadas y analizadas usando el software ImageJ 1.47t del NIH (http://rsbweb.nih.gov/ij/) o analizadas 
por citometría de flujo véase punto 3.6. 
3.9 Ensayos de migración en cámaras de Boyden modificadas (Transwell): 
Para los ensayos de migración y extravasación de los linfocitos humanos de sangre periférica se pre-
activaron las células T con PHA-L e IL-2 como se ha indicado, y se transfectaron con siRNA específicos 
de doble cadena contra Myh9 (MHCII-A) o Myh10 (MHCII-B). A día 3 de su activación, las células se 
usaron en experimentos de migración en cámaras modificadas de Boyden (3.0 µm de tamaño de poro) de 
Corning, (New york, USA) durante 12 horas. Como quimioatrayente, se utilizó la quimiocina CXCL12 o 
SDF-1α, Cat. 300-28A, Peprotech (London, UK) a una concentración final 25 nM en la cámara inferior. 
El porcentaje de células migratorias se calculó en muestras triplicadas en un Clitómetro de Flujo 
FACSCanto™ II y referidos a controles en los que se considera el total de células por punto (100%). 
3.10. Análisis de polarización celular en linfocitos T: 
Para el ensayo de polarización se utilizaron linfocitos humanos de sangre periférica, se trataron PBLs con 
el tratamiento anteriormente citado en los ensayos de migración. Las células en las que se inhibió la 
expresión de MHCII-A o MHCII-B mediante siRNA específicos con la condición de siRNA como 
trasfección sin efecto de silenciamiento especifico y se adhirieron a cubreobjetos de 13 o 25 mm 
recubiertos con una solución con fibronectina (20 µg/ml) en medio RPMI durante 3 horas a 37ºC y 5% de 
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CO2 y fijadas con paraformaldehído al 4%. Las células se tiñeron con anticuerpos específicos contra 
MHCII-B, MHCII-A e ICAM-3 más el colorante nuclear Hoechst. Las células se observaron en un 
microscopio de fluorescencia Leica DMR8000 con un objetivo de inmersión 63 × NA1.30. Las 
preparaciones fueron montadas con el medio de montaje Mowiol. Las imágenes de microscopia fueron 
procesadas y analizadas usando el software ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/). El índice de polaridad fue 
calculado utilizando como la longitud del eje mayor de la elipse que mejor define la forma de la célula 
dividida por el eje menor pasando por el centro del núcleo.  
3.11. Microscopia Confocal y TIRF: 
Para adquirir las imágenes in vivo y de células fijadas se utilizó un microscopio Confocal (SP5, Leica). 
Las imágenes se obtuvieron utilizando un objetivo Plan Apochromat 63× (NA 1.40) por iluminación con 
luz de la longitud de onda apropiada de un láser Ar de 488 nm (los fluorocromos utilizados con este láser 
son GFP y Alexa Fluor 488), diodo-61nm (los fluorocromos usados con este láser son mCherry, Alexa 
Fluor 568 y RhodaminaX), o un láser He/Ne de 633 nm (el fluorocromo usado con este láser es Alexa 
Fluor 647) usando un filtro espectral e híbrido (HyD; Leica). Las imágenes fueron recogidas utilizando el 
software TCS (Leica) y posteriormente analizadas a través del software de análisis ImageJ 
(http://rsbweb.nih.gov/ij/). Para la adquisición de imágenes en vivo, las células se mantuvieron en su 
propio medio de cultivo RPMI y se utilizó una incubadora para generar una atmosfera a 37º y 5% de 
CO2. Para la adquisición de las imágenes de los conjugados B-T se sembraron 2×10
5
 células Jurkat 
transfectadas con los plásmidos o siRNA indicados sobre cristales de 25 mm recubiertos con fibronectina 
(20 µg/ml) en una cámara abierta Attofluor, para posteriormente añadir células Raji (5×10
5
 por condición) 
pre-activadas con SEE y marcadas con CMAC. 
Las imágenes de reflexión se obtuvieron en un microscopio invertido automatizado (IX83, Olympus) 
equipado con un objetivo 60× Apochromat N OTIRF (NA 1.49), una unidad TIRF Mitico (Olympus) y 
líneas láser de 491/561 nm. Las muestras con dos fluorocromos (GFP-mCherry o equivalente) se 
visualizaron con un filtro de emisión dual (Z488 / 561). Las imágenes fueron capturadas utilizando una 
cámara CCD de multiplicación de electrones (ImagEM X2, Hamamatsu Photonics) y el software 
Xcellence (Olympus). En todos los casos, las células se mantuvieron a 37°C y 5% de CO2. Las imágenes 
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se analizaron utilizando ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/). En los ensayos de adhesión y adecuación 
celular al sustrato las células T, transfectadas para CD3-GFP, y mCherry-MHCII-B, se sembraron en 
cristales de 25 mm (No 1.5 Mattek; Ashland, MA, US) recubiertas por anti-CD3 (10 μg/ml) y anti-CD28 
(5 μg/ml), fibronectina 20 µg/ml o ICAM-1 5µg/ml para su posterior análisis por Image J software 
(http://rsbweb.nih.gov/ij/). 
3.12 PCR cuantitativa en tiempo real: 
Para analizar a nivel de ARN la expresión de MHCII-B, producto del gen Myh10, se trataron PBL con 
PHA-L e IL-2 como se ha indicado en las secciones anteriores y se extrajo el ARN de acuerdo a 
protocolos estandarizados usando Trisure de Bioline (Nº Cat. BIO-38033, London, UK). El RNA se 
retrotranscribió con un sistema de transcripción inversa de cDNA de Applied Biosystems (Nº Cat. 
4368814, California, USA). Los niveles de expresión de los mRNA Myh9 y Myh10 fueron determinados 
por PCR cuantitativa en tiempo real utilizando cebadores específicos (ver más abajo). La cantidad de 
ARNm fue analizada utilizando el kit GoTaq® qPCR Master Mix de Promega (Nº Cat. A6001,) en un 
sistema de Real-Time PCR StepOnePlus de Applied Biosystems (California, USA). Como control de gen 
housekeeping se usaron cebadores para el gen GAPDH. Los datos obtenidos para los ARNm de Myh9 y 
Myh10 fueron ajustados de acuerdo a la expresión relativa de los genes control utilizando para ello el 
método 2-ΔΔCt (48) . Las secuencias de los primers usados son los siguientes: Myh9 (forward) 5- TTG 
GAG AAA TCT CGT GCT ATC C-3, (reverse) 5- ACA GGA AGC GGT ATT TGT TGT AC-3; 
Myh10 (forward) 5-TCC TAG AAC AAG AGG AAT ACC AGC -3, (reverse) 5-TCA TCC AAA AGG 
GCC AGT AC-3; HPRT (forward) 5-ATT GTA ATG ACC AGT CAA CAG GG-3, (reverse) 5-GCA 
TTG TTT TGC CAG TGT CAA-3; GAPDH (forward) 5-AGC CAC ATC GCT CAG ACA C-3, 





3.13 Western Blot: 
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Las células fueron lisadas en buffer RIPA (20 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM 
EDTA, 1% Deoxicolato sódico, 1% Triton X-100, 0.1% SDS) complementado con inhibidores de 
proteasas (Nº Cat. P8340), y fosfatasas (Nº Cat. P2745 y P5726), de Sigma-Aldrich. Las muestras se 
disolvieron en el buffer RIPA y se pasaron 10 veces a través de una aguja de diámetro 25G. Se 
centrifugaron los lisados a 14,000 rpm (4 °C, 10 min) para eliminar restos insolubles en el detergente, 
incluyendo los núcleos. Los sobrenadantes se mezclaron con buffer Laemmli y se calentaron a 95 ºC 
durante 5 minutos en un baño seco. Los lisados se resolvieron en geles SDS–PAGE, con una 
concentración del 7% de acrilamida-bisacrilamida de Applichem y trasferidas a membranas de 
nitrocelulosa de BioRad. Las membranas se bloquearon durante una hora a temperatura ambiente con 4% 
de BSA de la empresa NZYtech en TBS y 0.1% Tween-20 (TBS-T) y se incubaron con los anticuerpos 
primarios durante toda la noche a 4 °C. Tras dos lavados de 15min con TBS-T, se usaron anticuerpos 
secundarios conjugados a HRP de Pierce–Thermofisher Scientific (anti-conejo Nº Cat.  31460,  anti-ratón, 
Nº Cat.  31430, USA) para detección por quimioluminiscencia. Para eliminar el exceso de anticuerpo, las 
membranas se lavaron cuatro veces con TBS-T y se revelaron con el reactivo de quimioluminiscencia 
Luminata Forte de Merck-Millipore (Nº Cat. WBLUF0100), en un sistema de foto-documentación LAS-
4000 de Fuji-film.  
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4. Resultados 
4.1 La NMII-B se expresa en linfocitos T humanos. 
Para determinar la expresión de MHCII-B en linfocitos T humanos (y por tanto el parálogo NMII-B), 
realizamos experimentos de citometría de flujo y Western Blot de una serie de líneas celulares inmortalizadas 
de linfocitos T humanos incluyendo células Jurkat, CCRF-CEM y Peer, y la línea celular leucémica de origen 
murino EL4. Como controles de especificidad del reconocimiento mediado por anticuerpo utilizamos la línea 
celular COS7, que no expresa la proteína MHCII-A (el producto proteico del gen Myh9 que determina el 
parálogo NMII-A) y la línea celular B16.F10, que no expresa la proteína MHCII-B (111). En las líneas 
linfoides humanas, se detectó una banda específica en el Western Blot de un peso molecular aproximado de 
220 kD que no se detectó en el lisado de COS7 (Fig. R1A). El anticuerpo contra la proteína MHCII-B 
reconoció una proteína de un peso molecular similar al esperado (Fig. R1A) en todas las líneas linfoides del 
ensayo, pero no en las células B16.F10. Se puede afirmar por tanto que las diferentes líneas linfoides 
estudiadas expresan la proteína MHCII-B, y que por tanto presentan en su citoplasma el parálogo NMII-B. 
Además, observamos que los niveles de expresión de MHCII-B eran aparentemente más elevados en las 
líneas linfoides T estudiadas que en la línea linfoblástica B Raji, ya que el cociente de intensidad de 
fluorescencia MHCII-B / MHCIIA era mucho mayor en las células Jurkat que en las Raji (Fig. R1B). 
Finalmente se observó que la línea murina EL4, de origen linfoide T, también expresa niveles detectables de 
MHCII-B (Fig. R1C).  
Figura R1 
 




Figura R1 Expresión de MHCII-A y MHCII-B en líneas celulares. 
 
a) Inmunoblot de las cadenas pesadas MHCII-B (banda superior) y MHCII-A (banda central) en las líneas celulares CHO-K1, B16.F10 
(utilizada para determinar la especificidad del anticuerpo anti MHCII-B), COS7 (utilizada para determinar la especificad del anticuerpo 
anti MHCII-A) Jurkat (J77) PEER y CCRF-CEM. Los lisados utilizados de cada línea celular fueron extraídos a partir de células sin 
estimular. Como control externo al ensayo se utilizó la expresión de la proteína PKCζ (banda inferior), que se expresa en todas las 
células estudiadas.  
 
b) Expresión de MHCII-B por citometría de flujo de líneas células linfoides T (Jurkat) y B (Raji) sin estimulación previa. Se determinó 
el linaje celular a través de específicos de linaje (CD19, CD3). La expresión de MHCII-B fue determinada por la utilización de un 
anticuerpo policlonal anti-MHCII-B anteriormente testado por inmunoblot. Los perfiles de citometría son una muestra representativa de 
cinco experimentos independientes.  
 
c) Expresión de MHCII-B por citometría de flujo de la línea celular linfoide T de origen murino EL4 sin estimulación previa. La 
expresión de MHCII-B y MHCII-A fue determinada por la utilización de anticuerpos policlonales anti-MHCII-B y MHCII-A 
anteriormente testados por inmunoblot. Los perfiles de citometría son una muestra representativa de tres experimentos independientes.  
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Con el objetivo de confirmar a nivel de RNA mensajero la expresión del gen Myh10 (que codifica MHCII-B) 
en las diferentes líneas celulares realizamos un estudio de expresión mediante PCR semi-cuantitativa usando 
ADNc retrotranscrito a partir de ARN de las líneas celulares usadas anteriormente, además de la línea 
linfoblastoide B GrantA. De manera esperable, obtuvimos resultados positivos para Myh10 (MHCII-B) y 
Myh9 (MHCII-A) en todas las líneas celulares utilizadas. Después de referenciar los datos obtenidos a la 
expresión del gen de referencia (GAPDH), relativizamos los datos con respecto a los niveles de la línea Raji. 
Esta representación nos permitió determinar que la expresión del gen Myh10 era mucho mayor (con respecto a 
GAPDH) en las líneas T evaluadas que en las células Raji, hasta quince veces; mientras que la expresión del 
gen Myh9 era mucho más parecida (el doble en Raji que en Jurkat). Estos datos acerca de la expresión de 
Myh10 (MHCII-B) en Jurkats respecto a los Raji correlacionan bien con los datos de proteína, siendo incluso 
más dramático el efecto observado por qPCR.  
Figura R2 
  
Figura R2 Expresión de Myh9 y Myh10 en las líneas celulares linfoides T y B. 
 
a) Análisis por PCR semi-cuantitativa en tiempo real del gen Myh10 en las líneas celulares Raji (utilizada para relativizar la expresión 
del ARN mensajero, ver texto para los detalles), Granta-519, Jurkat (J77), PEER y CCRF-CEM. Los valores están relativizados 
inicialmente con respecto al control de referencia GAPDH. Tanto en (a) como en (b), los datos representan la media ± SD de dos 
experimentos realizados por triplicado. 
 
b) Análisis por PCR cuantitativa en tiempo real de la expresión del gen Myh9 en las líneas usadas en (a).  
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Estos experimentos, encaminados a demostrar la expresión de MHCII-B tanto a nivel de ARN mensajero 
como de proteína en las diferentes líneas linfoides estudiadas, nos permitieron plantearnos estudiar la 
expresión de esta proteína en células primarias, específicamente linfocitos T humanos. Para ello, recolectamos 
una serie de muestras hematológicas de diferentes donantes sanos y las examinamos por citometría de flujo 
(Fig. R3). Para determinar la expresión de MHCII-B en cada una de las diferentes poblaciones leucocitarias 
mayoritarias utilizamos marcadores específicos de linaje celular (CD16 para células NK; CD14 para 
monocitos; CD3/CD4 para para linfocitos T colaboradores; CD3/CD8 para linfocitos T citotóxicos; y CD19 
para linfocitos B; los granulocitos fueron excluidos por tamaño/complejidad) (133). Todas las poblaciones 
leucocitarias estudiadas presentaban niveles elevados de expresión de MHCII-A (Fig. R3B). Por el contrario, 
los granulocitos eran negativos para MHCII-B, y los linfocitos B y células NK expresaban niveles muy bajos 
de MHCII-B. Sin embargo, los monocitos y los linfocitos T expresaban niveles más elevados de esta proteína 
en condiciones basales, confirmando la expresión de esta isoforma en células linfoides humanas (Fig. R3A). 
En cambio, ni los linfocitos T CD4+ murinos (Fig. R3C) ni los T CD8+ murinos (no se muestra) expresaban 




























Figura R3 Expresión de MHCII-A y MHCII-B en células primarias humanas y murinas. 
 
a) Expresión de MHCII-B por citometría de flujo de poblaciones leucocitarias utilizando células sin estimulación. Se determinó el 
linaje leucocitario por medidas de tamaño y complejidad y diferentes anticuerpos específicos de linaje, indicados en la figura: anti-
CD3 para linfocitos T; anti-CD4 para linfocitos T colaboradores; anti-CD8 para linfocitos T citotóxicos; anti-CD14 para monocitos; 
anti-CD16 para linfocitos NK; anti-CD19 para linfocitos B. Los neutrófilos se excluyeron del análisis por ser negativos para MHCII-
B. La expresión de MHCII-B fue determinada por la utilización de un anticuerpo policlonal anti-MHCII-B anteriormente probado 
por inmunofluorescencia (96). Los perfiles de citometría son una muestra representativa de 10 experimentos independientes 
realizados en diferentes donantes sanos.  
 
b) Expresión de MHCII-A por citometría de flujo de poblaciones leucocitarias. Ver leyenda del panel (a). 
 
c) Expresión de MHCII-B y MHCII-A por citometría de flujo de linfocitos T CD4+ murinos utilizando células sin estimulación. Se 
determinó el linaje leucocitario por medidas de tamaño y complejidad y diferentes anticuerpos específicos de linaje. La expresión de 
MHCII-B y MHCII-A, fue determinada por la utilización de anticuerpos policlonales anti-MHCII-B y anti-MHCII-A anteriormente 
probado por inmunofluorescencia (96).  
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Algunos de los experimentos de citometría de flujo en los que se analizaron los linfocitos T CD4+ de 
donantes sanos revelaron la posible existencia de dos subpoblaciones de acuerdo a la expresión de MHCII-B. 
Para determinar la posible relación de estas diferencias en la expresión de MHCII-B con una división 
funcional de las células, decidimos determinar el nivel de expresión de NMII-B de acuerdo a una división 
funcional en linfocitos T de memoria (CD3+CD4+CD45RO+) y naïve (CD3+CD4+CD45RA+) en linfocitos 
T CD4+ humanos (Fig. R4). Nuestros resultados revelaron que las células T de memoria (que son ligeramente 
más grandes) humanos expresaban niveles más altos de MHCII-B que las células T naïve del mismo 
individuo (que son más pequeñas). Por el contrario, las células de memoria expresaban niveles ligeramente 
más bajos de MHCII-A que las naïve, confirmando que el incremento en contenido relativo de MHCII-B no 
se debe exclusivamente al mayor tamaño de las células de memoria. Además, estos datos sugieren que los 
niveles de NMII-B podrían contribuir a algunas de las diferencias fenotípicas que existen entre estas 
subpoblaciones de linfocitos T humanos Esta diferencia observada en la expresión de MHCII-B entre los 
linfocitos T naïve y memoria no se observaron en linfocitos T murinos ni en condiciones basales ni 
estimuladas (no se muestra).  
Figura R4 
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Figura R4 Expresión de MHCII-A y MHCII-B en subpoblaciones linfocitarias de linfocitos T. 
 
a) Análisis por citometría de flujo de poblaciones de linfocitos T de memoria y naïve. Los linfocitos naïve fueron identificados por 
tamaño/complejidad (para seleccionar la población de PBL) combinado con tinción positiva para CD4 y CD45RA; los memoria 
eran positivos para CD4 y CD45RO. Para determinar la expresión de MHCII-B (panel superior) y MHCII-A (panel inferior) se 
utilizaron los anticuerpos policlonales usados en las figuras anteriores. Los perfiles son representativos de diez experimentos 
realizados con linfocitos de donantes sanos.  
 
b) Diagrama representativo de tamaño/complejidad de los linfocitos T CD45RO+ y CD45RA+. Se observa una diferencia de 
tamaño y complejidad entre ambas subpoblaciones CD4+.  
4.2 Los niveles de NMII-B se incrementan en respuesta a PHA, Il-2 y la estimulación vía TCR/CD3. 
Para determinar si el nivel de expresión de MHCII-B depende del grado de activación del linfocito T, 
tratamos linfocitos T CD4+ humanos con fitohemaglutinina de Phaseolus vulgaris (PHA-L), que es una 
proteína de origen vegetal capaz de unirse a oligosacáridos de membrana con la capacidad de aglutinar 
hematíes y leucocitos y que estimula la mitosis de manera inespecífica en diferentes estirpes celulares, 
incluidos los linfocitos (134). El tratamiento de los linfocitos T CD4+ con PHA-L causó un incremento leve 
en la expresión de MHCII-B (proteína medida por inmunoblot) en respuesta al tratamiento durante 2 días 
(Fig. R5A).  
Los linfocitos T CD4+ tratados con PHA-L comienzan a expresar CD25, que es el receptor de alta afinidad 
para la citoquina IL-2 (135). La IL-2 es un potente mitógeno que controla la proliferación de los linfocitos T 
efectores así como otras poblaciones, como las TREG (136). Además, la IL-2 participa en el establecimiento de 
la memoria inmunológica celular (137). El tratamiento de linfocitos CD4+, primero con PHA-L y luego con 
IL-2, indujo un aumento sustancial de la expresión de MHCII-B en linfocitos T humanos, detectado por 
citometría de flujo (Fig. R5B).  
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Además del tratamiento con PHA-L e IL-2, los linfocitos T CD4+ se pueden activar de manera antígeno-
dependiente, lo que conlleva un incremento en la proliferación y la secreción de IL-2, que actúa como factor 
autocrino/ paracrino que amplifica la proliferación de los clones respondedores al antígeno. Esta activación 
dependiente de antígeno se puede imitar eficazmente in vitro usando superficies recubiertas con anticuerpos 
contra CD3 (señal de estimulación) y CD28 (señal de co-estimulación o segunda señal). Para comprobar si 
este tipo de señalización también inducía la expresión de MHCII-B, purificamos células T CD4+ humanas y 
las cultivamos sobre superficies tratadas con anticuerpos contra CD3 y CD28. Este tratamiento promovió un 
aumento modesto, pero reproducible, de la expresión de MHCII-B medido por citometría de flujo (Fig. R5D). 
De manera semejante, la activación de linfocitos T murinos con anti-CD3 y anti-CD28 causó un aumento 
semejante de la expresión de MHCII-B, tanto en linfocitos T CD4
+
 (Fig. R5E) y (Fig. R5F), como en 
linfocitos T CD8
+
 (Fig. R5F) que no se detectaba en las células sin estimular (Fig. R3C). Estos experimentos 
sugieren que la estimulación antigénica del linfocito T puede regular la expresión de la isoforma MHCII-B. 
Por el contrario, ninguno de estos tratamientos tuvo un efecto significativo en la expresión de MHCII-A en los 
linfocitos T, aunque observamos una tendencia a la disminución de la expresión en muchas de las muestras 
analizadas (ejemplo representativo se puede ver en Fig. R5C). Esta diferencia en la respuesta a estímulos 
activadores y/o proliferativos sugiere diferencias importantes de función y de regulación de ambas isoformas 
en nuestro modelo. 
Figura R5 
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Figura R5 Expresión de MHCII-A y MHCII-B en respuesta a señales mitogénicas e inmunogénicas en linfocitos T murinos y 
humanos. 
 
a) Inmunoblot que revela el aumento de expresión de MHCII-B en linfocitos T CD4+ aislados por selección negativa, y estimulados 
con fitohemaglutinina-L (PHA-L, 1 μg ml−1) durante tres días. Como control de carga se utilizó el anticuerpo anti-GAPDH. El 
experimento es representativo de cuatro realizados.  
 
b) Perfiles de citometría de flujo que demuestran la expresión de MHCII-B durante la activación con PHA-L e IL-2. Se utilizaron 
linfocitos T CD4+ aislados por selección negativa y se analizaron sin estimular (t=0, en naranja); tras dos días de incubación con PHA-
L, 1 μg /ml, (en rojo); y tras cinco días más de estimulación con Interleuquina-2; 100 U /ml, adición de IL-2 cada 48h, en (azul). La 
cuantificación representa la MFI relativizada al control de isotipo y referida al t=0. Los datos son la media ± SD de cuatro 
experimentos independientes realizados por triplicado.  
 
c) Perfiles de citometría de flujo que demuestran la expresión de MHCII-A durante la activación con PHA-L e IL-2. Ver leyenda de 
panel (b) para los detalles experimentales.  
 
d) Perfiles de citometría de flujo que demuestran la expresión de MHCII-B durante la activación de linfocitos T CD4+ aislados por 
selección negativa con anti-CD3 OKT3 (2.5μg/ml) y anti-CD28 (1.25 μg/ml) durante 36 horas. La línea gris corresponde a las células 
sin activar y la línea negra corresponde a la expresión de MHCII-A y MHCII-B respectivamente en la condición de activación con anti-
CD3 y anti-CD28. El experimento es representativo de tres realizados.  
 
e) Perfiles de citometría de flujo que demuestran la expresión de MHCII-B durante la activación de linfocitos T CD4+ murinos aislados 
por selección negativa. Se aislaron linfocitos T CD4+ y CD8+ murinos de preparaciones de ganglios y bazo, y se estimularon con anti-
CD3 (5µg/ml) y anti-CD28 (1 µg/ml) durante tres días, seguidos por otros cuatro con IL-2, 100 U/ ml, adición de IL-2 cada 24h. El 
experimento es representativo de tres realizados.  
 
f) Inmunoblot que revela la expresión de MHCII-B en linfocitos T CD4+ murinos B estimulados con anti-CD3 (5µg/ml) y anti-CD28 
(1 µg/ml) durante tres días, seguidos por otros cuatro con IL-2, 100 U/ ml, adición de IL-2 cada 24h. También se observa la expresión 
de MHCII-A en las mismas condiciones de estimulación. Como control positivo del anticuerpo se utilizaron linfoblastos humanos 
activados y como control negativo la línea celular B16.F10, que no expresa MHCII-B. 
 
Los datos anteriores sugerían que la expresión de MHCII-B se debía a la activación mitogénica de los 
linfocitos T, pero que la amplificación máxima era debida a la acción de la IL-2, al menos en el caso de los 
linfocitos T humanos. Para comprobarlo, cultivamos linfocitos T humanos durante 5-7 días con PHA-L y 
comprobamos la expresión de MHCII-B vía Western Blot (Fig. R6A). Estos experimentos revelaron que la 
expresión de MHCII-B aumentaba en respuesta a PHA-L, pero una vez alcanzado el máximo de expresión por 
dicho estímulo, la cantidad de proteína no se incrementaba más allá del estímulo inicial. En cambio, 
experimentos en los cuales se incubaron las células con PHA-L e IL-2 y se examinó la expresión de MHCII-B 
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vía Western Blot demostró un marcado aumento de la expresión de MHCII-B (Fig. R6B), similar a los 
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Figura R6. Incremento de la expresión de MHCII-B en respuesta a señales mitogénicas e inmunogénicas en linfocitos T de 
donantes sanos. 
 
a) Inmunoblot de expresión de MHCII-B en respuesta a fitohemaglutinina-L (PHA-L, 1 μg·ml−1) en linfocitos T CD4+ humanos. Las 
células se estimularon a tiempo 0 y a días 2 y 5, y las muestras se recogieron a día 0, día 3, día 5 y día 7. GAPDH se muestra como 
control de carga. El experimento es representativo de tres realizados.  
 
b) Inmunoblot de expresión de MHCII-B y MHCII-A en linfocitos T CD4+ humanos en respuesta a PHA-L e IL-2. Las células se 
estimularon a tiempo 0 con PHA-L (1 μg/ml) y a día 3 y 5 con Interleuquina-2 (100 U/ ml). Las muestras se recogieron a día 0 (sin 
estimular), 3 (PHA-L), día 5 (48h con IL-2) y día 7 (96h con IL-2). GAPDH se muestra como control de carga. El experimento es 
representativo de seis realizados. 
 
c) Cuantificación por densitometría de los experimentos mostrados en (b) de la inducción de MHCII-B. Los datos están relativizados 
con respecto a GAPDH y luego con respecto al primer punto experimental. Los datos son la media ± SD de seis experimentos 
independientes. * p<0.05; ** p<0.01 (Test t de Student).  
 
d) Cuantificación por densitometría de los experimentos mostrados en (b) de la inducción de MHCII-A. Los datos están relativizados 
con respecto a GAPDH y luego con respecto al primer punto experimental. Los datos son la media ± SD de seis experimentos 
independientes.  
 
Estos experimentos de expresión de proteína se complementaron con estudios de expresión de mRNA del gen 
Myh10 (MHCII-B) por PCR semi-cuantitativa (Fig. R7A). El tratamiento inicial con PHA-L aumentó 
significativamente los niveles del RNA mensajero de MHCII-B en las células T. En cambio, el tratamiento 
con IL-2 no aumentó dichos niveles más allá del incremento inducido por la PHA-L, manteniéndose al mismo 
nivel de inducción. Del mismo modo, los niveles de RNA mensajero para el gen Myh9 (MHCII-A) mostraron 
una marcada disminución en respuesta a PHA-L, manteniéndose bajos en presencia de IL-2. Es importante 
recalcar que aunque la caída en la expresión de mRNA de Myh9 fue muy pronunciada, los niveles de proteína 
tendían a ser más bajos que en condiciones no estimuladas, pero no significativamente. Estos datos sugieren 
que, además de los posibles efectos transcripcionales, IL-2 podría modular la regulación de la NMII y sus 
isoformas/parálogos a diferentes niveles de estabilidad de proteína. 
  





Figura R7 Expresión diferencial de Myh9 y Myh10 en respuesta a señales mitogénicas en linfocitos T de donantes sanos. 
 
a) PCR semi-cuantitativa a tiempo real de expresión de Myh10 (blanco) y Myh9 (negro) en respuesta a fitohemaglutinina-L (PHA-
L, 1  μg/ml) e Interleuquina 2 (IL-2). El cultivo de las células se llevó a cabo como se describe en la figura R6B, y la PCR se llevó a 
cabo en muestras purificadas de ARN retrotranscritas a ADNc. Los resultados son la media ± SD de cuatro experimentos 
independientes realizados por triplicado.  
 
Los datos anteriores subrayan la importancia de la señalización vía IL-2 en la inducción de la expresión de 
MHCII-B. CD25, el receptor de alta afinidad de IL-2, desencadena varias vías de señalización que confluyen 
en la inducción de la expresión de diferentes genes. Las dos más importantes son a través de la cascada 
JAK/STAT (STAT5) y la cascada de las MAP quinasas, que participan en la proliferación celular de los 
linfocitos T dependiente de mitógenos (138). Para determinar la contribución relativa de esta cascada a la 
expresión de MHCII-B dependiente de Il-2 en células humanas realizamos un ensayo de estimulación de los 
linfocitos T con PHA-L e IL-2 en presencia de inhibidores de MEK1 (Fig. R8A). El aumento observado de la 
expresión de MHCII-B en las condiciones de activación anteriormente reseñadas se redujo parcialmente en 
respuesta al tratamiento con el inhibidor PD98059 (MEK1), lo que sugiere que la expresión de MHCII-B está 
controlada por la vía de las MAP quinasas. El inhibidor PD98059 no tuvo en cambio efecto sobre la expresión 
de MHCII-A (Fig. R8B), lo que confirma la regulación diferencial de la expresión de ambas isoformas 
durante la activación de los linfocitos T.  




Figura R8 El incremento de expresión de MHCII-B en respuesta a IL2 esta mediado por la vía de las MAP quinasas. 
 
a) Perfiles de citometría de flujo que muestran la expresión de MHCII-B en linfoblastos T de donantes sanos en respuesta a la 
activación vía PHA e Interleuquina 2 (ver Fig. R6B), en presencia de DMSO (perfil negro) o del inhibidor PD98059 contra MEK1 
(50 µM) (perfil rojo). Imagen representativa de 3 experimentos.  
 
b) Perfiles de citometría de flujo que muestran la expresión de MHCII-A en linfoblastos T de donantes sanos en respuesta a la 
activación vía PHA e Interleuquina 2 (ver Fig. R6B), en presencia de DMSO (perfil negro) o del inhibidor PD98059 contra MEK1 
(50 µM) (perfil rojo). Imagen representativa de 3 experimentos.  
 
El resumen de este conjunto de experimentos es que, los linfocitos T humanos (así como los monocitos) 
expresan niveles basales de MHCII-B. En células T tanto humanas como murinas la expresión de MHCII-B 
aumenta en respuesta a señales de activación, especialmente a través de IL-2, de manera dependiente de 
MEK1 en linfocitos T humanos. 
4.3 La NMII-B controla la polaridad anteroposterior los linfocitos T y la redistribución de marcadores 
del urópodo celular  
La NMII-B controla la polarización celular en las células mesenquimales, por ejemplo fibroblastos (114). De 
hecho, las células mesenquimales en las que se ha eliminado MHCII-B (usando shRNA) no se polarizan 
cuando se adhieren a fibronectina en substratos bidimensionales, sino que se extienden uniformemente en 
todas direcciones, resultando en células planas y redondas sin polo anterior o posterior definidos. En 
fibroblastos no deplecionados, la NMII-B se localiza en áreas no protrusivas de la célula, definiendo los 
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laterales y el polo posterior de la célula. Por su parte, la NMII-A se distribuye a lo largo del cuerpo celular y 
aparece en regiones anteriores más cercanas al frente de avance (96). En linfocitos T humanos, la NMII se 
describió originalmente en el polo posterior (urópodo) de las células T polarizadas (139). Sin embargo, 
existían evidencias de la presencia de un compartimento de NMII próxima al frente de avance (140). Para 
resolver esta aparente contradicción, realizamos tinciones dobles de MHCII-A y MHCII-B endógenas en 
células T CD4 + humanas activadas mediante el tratamiento secuencial con PHA-L e IL-2 (como se ha 
indicado en la sección anterior). Para el desarrollo de estas tinciones dobles utilizamos un anticuerpo 
monoclonal, del que comprobamos previamente su especificidad y afinidad antigénica por MHCII-A (Fig. 
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Figura R9 Estudio de la afinidad antigénica del anticuerpo monoclonal 2F2 y silenciamiento específico de MHCII-A y 
MHCII-B en células linfocitarias. 
 
a) Inmunoblot de expresión de MHCII-B con un anticuerpo policlonal comercial y de MHCII-A con el anticuerpo monoclonal 2F2, 
en lisados de células Jurkat y COS7 (que no expresan MHCII-A). Como control de carga se muestra alfa-tubulina.  
 
b) Imagen de microscopía de fluorescencia de células Jurkat transfectadas transitoriamente con GFP-MHCII-B (paneles superiores) y 
GFP-MHCII-A (paneles inferiores), teñidas con el anticuerpo monoclonal 2F2 (anti-MHCII-A) y Hoetsch. Barra de escala=10µm. 
 
c) Perfiles de citometría de flujo representativos del silenciamiento específico por siRNA de MHCII-B (panel superior) como de 
MHCII-A (panel inferior) en linfocitos T humanos de sangre periférica de donantes sanos. 
 
En linfoblastos T adheridos durante 90 min a fibronectina se observó la localización de NMII-B en el urópodo 
celular, que se definió por la localización del marcador ICAM-3 (5). Por su parte, la NMII-A se disponía de 
manera bipolar, localizándose tanto en la zona posterior de la célula como la zona anterior, inmediatamente 













Figura R10 Localización diferencial de MHCII-B y MHCII-A en linfoblastos T polarizados sobre fibronectina. 
 
a) Imagen de un linfoblasto T humano aislado pre-activado con PHA-L e IL-2 (d5) adherido y polarizado sobre una superficie de 
fibronectina (40 µg/ml) en el que se ha teñido MHCII-B y MHCII-A, junto con F-actina. Se observa la localización preferencial de la 
MHCII-B (en verde en la composición final) en la zona posterior de la célula, mientras que la MHCII-A (en rojo) presenta una 
localización bipolar, tanto en el frente de avance como en la zona posterior. La F- actina (en azul) marcada con faloidina se localiza 
preferencialmente en la zona delantera de la célula o lamelipodio, denominado frente de avance, justo por delante de la MHCII-A. 
Barra de escala=10µm. 
 
b) Densitometría representativa de la localización posterior de MHCII-B (en verde); MHCII-A (en rojo) presenta una distribución 
bipolar ligeramente retrasada en el frente de avance con respecto a la F-actina (en azul).  
 
La semejanza de la distribución de NMII-A/NMII-B en linfocitos T y en células mesenquimales nos permitió 
formular la hipótesis de que, como en estas últimas, la NMII-B definía la polaridad celular en las células T 
humanas. Esta hipótesis se comprobó en linfoblastos T CD4+ transfectados con un siRNA que inhibió 
específicamente la expresión de MHCII-B humano. En condiciones basales, estas células exhiben un alto 
grado de polarización espontánea como se ilustra por la localización de los marcadores canónicos de la parte 
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posterior (ICAM-3) y frontal (F-actina), respectivamente (Fig. R11). La inhibición de la expresión de MHCII-
B disminuyó significativamente la polaridad celular de las células silenciadas para esta proteína, causando una 
pérdida de la polaridad del marcador del urópodo ICAM-3 (Fig. R11A, segunda línea, célula inferior). Por 
el contrario, el silenciamiento específico de MHCII-A no tuvo un efecto significativo sobre la polarización de 
las células T (Fig. R11B, segunda línea, célula superior). La cuantificación de este fenómeno se realizó a 
través del índice de polaridad de los linfocitos T, que se define como la longitud máxima a lo largo del eje 
definido por el frente de avance y el urópodo dividida por la medida ortogonal que pasa a través del centro del 
núcleo, en la condición control, de silenciamiento de MHCII-B y de MHCII-A figura (Fig. R11C). Estos 
datos demuestran que la MHCII-B, y por tanto el parálogo NMII-B desempeña una función fundamental en la 
polarización de los linfocitos T humanos activados. 
Figura R11 
 





Longitud de la célula 
Ancho de la célula 
 
 
Figura R11 El silenciamiento especifico de MHCII-B afecta a la polarización celular de los linfoblastos T dispuestos sobre una 
superficie de fibronectina y modifica la localización celular de los marcadores de polaridad como ICAM-3. 
 
a) Imágenes representativas de linfoblastos T pre-activados con PHA e IL-2 (d5), transfectados con siRNA control o contra MHCII-B 
y polarizados sobre una superficie de fibronectina (40 µg/ml). En la parte superior de la imagen se observa un linfoblasto T pre-
activado tratado con siRNA control, en el cual se comprueba la localización preferencial de la MHCII-B en la zona posterior de la 
célula, utilizando la tinción de ICAM-3 para marcar el urópodo. También se muestra la tinción de F-actina con faloidina. En los 
paneles inferiores se pueden ver dos células: en la célula en la parte superior no se observa depleción de MHCII-B y está polarizada; 
por el contrario, la célula localizada en la parte inferior de la imagen corresponde a un linfoblasto T silenciado para MHCII-B. Se 
observa la marcada disminución de expresión de la proteína así como la perdida de polaridad celular y la distribución polarizada de 
ICAM-3. Este efecto está cuantificado en (C) Barra de escala=10µm. 
 
b) Imágenes representativas de linfoblastos T pre-activados con PHA e IL-2 (d5), transfectados con siRNA control o contra MHCII-A 
y polarizados sobre una superficie de fibronectina (40 µg/ml). En la parte superior de la imagen se observa un linfoblasto T pre-
activado tratado con siRNA control, en el cual se comprueba la localización bipolar de la MHCII-A, utilizando la tinción de ICAM-3 
para marcar el urópodo. También se muestra la tinción de F-actina con faloidina. En los paneles inferiores se pueden ver dos células: 
en la célula en la parte inferior no se observa depleción de MHCII-A y está polarizada; por el contrario, la célula localizada en la parte 
superior de la imagen corresponde a un linfoblasto T silenciado para MHCII-A. Se observa la marcada disminución de expresión de la 
proteína, pero la célula permanece polarizada e ICAM-3 define el urópodo celular. Este efecto está cuantificado en (C) Barra de 
escala=10µm. 
 
c) Cuantificación del índice de polaridad celular en condiciones control, de silenciamiento de MHCII-B y silenciamiento de MHCII-A, 
utilizando el índice de polaridad de los linfocitos T definido a la derecha de la imagen como el cociente entre el eje mayor de la elipse 
que mejor define el contorno celular dividido por el eje menor que pasa a través del centro del núcleo. N= 450 células. ** <0.01 
(Mann-Whitney test).  
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La polaridad es un evento clave en la migración de los linfocitos T. En general, las condiciones que previenen 
la adquisición de un fenotipo polarizado previenen también la capacidad de las células para migrar (139, 141, 
142). Por otra parte la NMII-B es necesaria para la migración de las células mesenquimales en condiciones de 
confinamiento ya que empuja el núcleo para que la célula pase a través de los poros de los geles de colágeno 
en tres dimensiones (143). Por ello, postulamos que la NMII-B es necesaria para la migración de los linfocitos 
T. Para comprobarlo, disminuimos la expresión de MHCII-A o MHCII-B en linfocitos T primarios humanos 
de donantes sanos tratados como se ha descrito anteriormente. Posteriormente, las células se hicieron migrar 
en cámaras de Boyden modificadas (Transwell) hacia la quimioquina CXCL12/SDF1. En primer lugar 
determinamos que la depleción de MHCII-A o II-B no afectaba a los niveles del receptor de CXCL12, 
CXCR4 (Fig. R12A). Por otra parte, la inhibición de la expresión de MHCII-B disminuyó significativamente 
la respuesta quimiotáctica a CXCL12, mientras que la depleción de MHCII-A no causó un efecto 
significativo, aunque también observamos una tendencia a la inhibición de la migración (Fig. R12B).  
Figura R12 
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Figura R12 El silenciamiento específico de MHCII-B en los linfoblastos T humanos de donantes sanos disminuye la capacidad 
de migración a través de una membrana semipermeable en respuesta a CXCL12. 
 
a) Perfil representativo de citometría de flujo que muestra la expresión del receptor CXCR4 en la condición de silenciamiento de 
MHCII-B (en gris), con respecto a la expresión de CXCR4 en las células tratadas con el siRNA control (en negro). 
 
b) Cuantificación del porcentaje de linfoblastos T pre-activados con PHA e IL-2 silenciados para MHCII-A o MHCII-B que han 
migrado a través de una membrana Transwell (3.0 µm de tamaño de poro), en la condición control, silenciadas para MHCII-B o para 
MHCII-A. Los datos representan la media ± SD de tres experimentos independientes realizados por triplicado. Procedimiento de 
comparación múltiple *p<0.05 (Holm-Sidak).  
 
Además de los efectos descritos en la polaridad, la NMII-B también controla la extensión del área de contacto 
adhesivo entre las células mesenquimales y la matriz extracelular. Específicamente, las células deplecionadas 
de MHCII-B presentan una superficie exageradamente grande comparada con la de las células control (96). 
Para estudiar si este fenómeno se extendía a células linfoides, se realizaron experimentos similares en la línea 
celular Jurkat. En primer lugar, para comprobar el silenciamiento específico de estas células se realizaron 











Figura R13. Eficacia del silenciamiento especifico de MHCII-B mediante siRNA en células Jurkat. 
 
a) Inmunoblot representativo de MHCII-B en células Jurkat control y silenciadas para MHCII-B utilizando el anticuerpo policlonal 
anteriormente descrito. Se muestra alfa-tubulina como control de carga.  
 
b) Análisis por PCR semi-cuantitativa de la expresión del gen Myh10 en células Jurkat control y silenciadas para MHCII-B 
mediante siRNA. Los valores están relativizados primero a la expresión del gen de referencia GAPDH y posteriormente a la 
condición control (100%). Los datos son la media ± SD de dos experimentos independientes realizados por triplicado.  
 
c) Perfiles representativos de citometría de flujo de células Jurkat transfectadas con siRNA control o contra MHCII-B durante 72h, 
y teñidas utilizando el anticuerpo contra MHCII-B descrito anteriormente. Estos perfiles son una muestra representativa de >10 
comprobaciones de silenciamiento realizadas antes de otros ensayos funcionales (ver siguientes secciones). 
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El silenciamiento de la expresión de MHCII-B no causó un incremento en la superficie de contacto de las 
mismas sobre diferentes cristales tratados con ICAM-1 (Fig. 14A). Sin embargo, sí se observó un incremento 
significativo de la superficie de contacto de las células sobre una superficie tratada con anticuerpos contra 
CD3 y CD28 (Fig. R14B). Los datos fueron obtenidos cuantificando el área de la célula definida por el perfil 
de F-actina en células Jurkat control y silenciadas para MHCII-B (Fig. R14C).  
Figura R14 
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Figura R14 El silenciamiento específico de MHCII-B aumenta la superficie de contacto del linfocito T con una superficie 
recubierta con anticuerpos contra CD3 y CD28. 
 
a) Imágenes representativas de células Jurkat control y silenciadas para MHCII-B, adheridas a cubreobjetos recubiertos con anti-
CD3 (2.5 µg/ml) y anti-CD28 (1.25 µg/ml) y teñidas con F-actina para delimitar el área de la célula. Barra de escala=20µm. 
 
b) Imágenes representativas de células Jurkat control y silenciadas para MHCII-B, adheridas a cubreobjetos recubiertos con ICAM-
1 recombinante (2 µg/ml) y teñidas con F-actina para delimitar el área de la célula. Barra de escala=20µm. 
 
c) Cuantificación de las áreas de contacto con el sustrato (medidas en µm2) entre las células control y las células silenciadas para 
MHCII-B sobre anti-CD3+anti-CD28 a (panel izquierdo) e ICAM-1 (panel derecho), correspondiente a imágenes como las 
mostradas en (a) y (b). Los datos corresponden a >120 medidas independientes en tres experimentos distintos. Análisis de varianza 
en rangos de una vía, (Kruskal-Wallis), *P<0.05.  
 
Este efecto del silenciamiento de la NMII-B sobre la nos permitió formular una nueva hipótesis de acuerdo a 
la que la NMII-B controla la extensión celular a través del control del citoesqueleto de actina, 
complementando la información existente para la NMII-A en este proceso (144). En primer lugar, 
examinamos la localización de la NMII-B durante la extensión sobre anti-CD3, usando para ello una quimera 
de MHCII-B fusionada con EGFP. En primer lugar, examinamos la localización de la NMII-B durante la 
extensión sobre anti-CD3, usando para ello una quimera de MHCII-B fusionada con mCherry. Desde los 
primeros minutos de extensión, la mCherry-MHCII-B se dispone formando un anillo único que define el 
espacio de la lamela. Este espacio avanza de manera centrífuga ampliando la superficie de contacto con el 
sustrato (anti-CD3). Justo delante, existe una zona donde se localizan, entre otros, el complejo Arp2/3 (Arp3-
GFP, no mostrado), el nucleador de actina VASP (Fig. 15A) y moléculas implicadas en señalización por 
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integrinas, por ejemplo un sensor de Tyr fosforiladas (GFP-dSH2) (145), no se muestra. Esta zona es el 
equivalente al lamelipodio, y está desprovisto de NMII-B. En la zona de transición Lp-Lm, se observa la 
acumulación de GFP-VASP formando estructuras alargadas que recuerdan a los contactos focales descritos en 
la frontera Lp-Lm en células mesenquimales (146, 147). Este movimiento de la NMII-B, similar al descrito en 
(148) para NMII-A, podría estar implicado en la redistribución centrípeta de TCR/CD3 hasta formar un gran 
agregado central que imita la distribución de estas moléculas al cSMAC (22, 45) . En células deplecionadas de 
NMII-B, comprobamos que CD3 (observado por co-expresión de la quimera CD3-GFP) no se localizaba de 
manera compacta de manera similar a la localización de la proteína en la mayor parte de los controles (22, 47) 
(Fig. R15B). Estos datos indican que la NMII-B es importante para la redistribución del TCR/CD3 a la zona 
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Figura R15 El silenciamiento específico de MHCII-B reduce el agrupamiento del CD3 de los linfocitos T adheridos sobre una 
superficie recubierta con anticuerpos contra CD3 y CD28. 
 
a) Imágenes representativas de un video de dinámica celular de células Jurkat transfectantes transitorias para VASP-GFP y mCherry-
MHCII-B adheridas a una cubreobjetos recubierto con anti-CD3 (2.5 µg/ml) y anti-CD28 (1.25 µg/ml), se observa la disposición de 
la mCherry-MHCII-B en el espacio lamelar alrededor del núcleo, mientras que Vasp-GFP se localiza preferentemente en la 
periférica celular, que asemeja al lamelipodio. Barra de escala=20µm 
 
b) Imágenes representativas de células Jurkat control y silenciadas para MHCII-B co-transfectadas con CD3-GFP, adheridas 
durante 30 min sobre cubreobjetos recubiertos con anti-CD3 (2.5 µg/ml) y anti-CD28 (1.25 µg/ml). Barra de escala=20µm 
 
c) Cuantificación del agrupamiento de CD3-GFP, medido como el cociente del área marcada con CD3-GFP con respecto al área 
total de la célula (definida con F-actina) en las células control y las silenciadas para MHCII-B. Los datos corresponden a >120 
medidas independientes en tres experimentos distintos. ** p<0.01 (Mann-Whitney test) 
 
4.3 La NMII-B regula la activación de las células T en respuesta a estímulos TCR dependientes. 
Los datos descritos en la sección anterior sugieren que la NMII-B controla la distribución del complejo 
TCR/CD3 durante la activación del linfocito T. Dicha distribución es necesaria para que la célula T se active 
correctamente (149). Por tanto, planteamos la hipótesis de que el silenciamiento específico de MHCII-B, y 
por tanto la consiguiente eliminación del parálogo NMII-B, inhibe la activación en respuesta a la estimulación 
antigénica. Para verificar esta posibilidad, utilizamos el modelo de células Jurkat, que se activa de manera 
similar a la estimulación antígeno-dependiente cuando las células presentadoras (Raji) se incuban con súper 
antígeno E (150), que se une a la cadena Vβ8 del TCR de las Jurkat. La incubación de células Jurkat que 
expresan niveles reducidos de MHCII-B (hasta un 80% por qPCR) (Fig. R13B) con Raji cargadas con SEE 
produjo una modesta reducción de los niveles de fosforilación de CD3ζ concretamente en el aminoácido 
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tirosina 83 (Y83), fundamentalmente debido a un nivel de fosforilación más bajo de estos residuos en 
condiciones basales (Fig. R16A-B). Esto sugiere que, como se ha propuesto anteriormente, la activación del 
complejo TCR/CD3 depende, al menos parcialmente, del agrupamiento de los receptores (151). Dado que el 
silenciamiento de MHCII-B inhibe el reagrupamiento de CD3 (Fig. R15), hipotetizamos que las células 
silenciadas para MHCII-B no se activarían normalmente en respuesta a señales antigénicas. Para ello, 
estudiamos la expresión de proteínas que se inducen durante la activación de los linfocitos T. En paralelo a 
estos experimentos de fosforilaciones temprana de los co-receptores del TCR realizamos un ensayo de 
activación final de las células silenciadas para NMII-B, para ello examinamos la expresión de CD69, un 
marcador temprano de la activación completa de los linfocitos T (80). Observamos que la depleción de 
MHCII-B inhibió modesta pero reproduciblemente la expresión de CD69 en respuesta a la conjugación de 








Figura R16. El silenciamiento específico de MHCII-B inhibe la fosforilación de CD3 y la expresión del marcador de 
activación CD69. 
 
a) Inmunoblot de CD3ζ (total) y de CD3ζ fosforilado en el residuo de tirosina de la posición 83 (Y83), utilizamos el modelo de 
células Jurkat, activadas de manera antígeno-dependiente con células presentadoras (Raji) incubadas con SEE, en condiciones de 
control y de silenciamiento para NMII-B mediante siRNA se observa una modesta reducción de los niveles de fosforilación de 
CD3ζ concretamente en el aminoácido tirosina 83 (Y83), fundamentalmente en las etapas iniciales de la sinapsis. Como control 
de carga se utilizaron los anticuerpos anti-tubulina y anti-actina.  
 
b) Cuantificación del nivel de fosforilación de Y83 por densitometría correspondiente a los experimentos mostrados en (a). Los 
datos son la media ± SD de 5 experimentos realizados de manera independiente. (test t de Student apareada) 
 
c) Perfiles de citometría de flujo representativos que muestran la expresión de CD69 en las células Jurkat control activadas 
durante 12h con células Raji sin carga (verde); Jurkat control activadas con células Raji cargadas con SEE (azul); y Jurkat 
silenciadas para MHCII-B activadas con células Raji cargadas con SEE (rojo). Las células Raji se excluyeron del análisis por su 
expresión positiva para CD20.  
 
d) Cuantificación de la expresión de CD69 correspondiente a los experimentos mostrados en (c). Los datos están relativizados al 
nivel de expresión de células Jurkat control activadas con células Raji cargadas con SEE. Los datos son la media ± SD de 6 
experimentos realizados de manera independiente. *P<0.01 (test t de Student con 4 grados de libertad). 




4.4 La NMII-B determina la extensión y segregación molecular del contacto de la célula T con la CPA.  
Todo lo anteriormente expuesto indica que la NMII-B controla la morfología de las interacciones adhesivas de 
los linfocitos T, particularmente las interacciones de los linfocitos T activados (que expresan niveles elevados 
de MHCII-B) vía integrinas y/o TCR/CD3. Basándonos en estos datos, postulamos que la NMII-B controla la 
reorganización de las células T durante el contacto con las células presentadoras de antígeno en el contexto de 
la presentación antigénica. Para analizar esta posibilidad, visualizamos las interacciones entre células T 
humanas (Jurkat) y CPA (Raji +SEE) por microscopia Confocal. La tinciones de MHCII-B endógena 
revelaron que la NMII-B se localiza principalmente en la región sináptica, preferentemente definiendo los 
bordes del contacto entre el linfocito T y la CPA, en el borde exterior del pSMAC (Fig. R17a y d). 
Experimentos realizados en células Jurkat que expresaban la quimera GFP-MHCII-B demostraron que esta 
construcción se localizaba de manera muy similar a la proteína endógena (Fig. R17c). Por su parte, la MHCII-
A (que define NMII-A) se localizaba de manera similar a MHCII-B en estos contactos (Fig. R17b), lo que 
sugiere que, a diferencia de lo observado tanto en modelos mesenquimales como en células polarizadas que 
















Figura R17 Localización de MHCII-A y MHCII-B en la periferia de la sinapsis inmune. 
 
a) Imagen de microscopía Confocal de células Jurkat formando conjugados con células Raji pre-incubadas con SEE y CMAC, teñidas 
con anticuerpos contra MHCII-B y CD3 (para definir el contacto sináptico). Barra de escala=10µm.  
 
b) Imagen de microscopía Confocal de células Jurkat formando conjugados con células Raji pre-incubadas con SEE y CMAC, teñidas 
con anticuerpos contra MHCII-A y CD3 (para definir el contacto sináptico). Barra de escala=10µm.  
 
c) Secuencia de imágenes de microscopía Confocal de células Jurkat transfectantes transitorias con GFP-MHCII-B formando 
conjugados con células Raji pre-incubadas con SEE y CMAC. La duración de los conjugados es de aproximadamente 10 minutos. 
Barra de escala=10µm. 
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d) Reconstrucción de imágenes de microscopía Confocal en el eje Z de una célula Jurkat formando un conjugado con una células Raji 
pre-incubada con SEE y CMAC, teñidas con anticuerpos contra MHCII-B y CD3. Se observa la localización de la MHCII-B 
abrazando al complejo TCR/CD3. Barra de escala=10µm.  
 
Experimentos anteriores del grupo habían demostrado que la localización preferencial de NMII-B en la zona 
posterior de las células migratorias actúa como señal anti-protrusiva (152). En este sentido, la localización de 
NMII-B en los bordes del contacto de la SI podría desempeñar un papel similar, limitando la protrusión de la 
célula T hacia la CPA, disminuyendo la polimerización local de actina. Para comprobar esta hipótesis, 
observamos la localización de un activador de Rac que se expresa de manera consistente en los linfocitos T, 
Vav1 acoplada a GFP, co-transfectada con mCherry-MHCII-B en células Jurkat. Las imágenes de tiempo 
retardado por microscopia Confocal revelan que Vav1 y NMII-B co-localizan en los contactos sinápticos de 
los linfocitos T (Fig. 18A, flechas verdes, minutos 10-16). Sin embargo, en las zonas de protrusión la 
proteína Vav1 se localiza justo delante de la NMII-B (Fig. 18. flechas verdes, minutos 19-23). Por el 
contrario, la aparición de NMII-B en la parte frontal de la protrusión denota una zona en la que protrusión se 
detiene (Fig. 18A, flechas rojas contactos 1 y 2) y/o se retrae (Fig. 18A, contacto 2 minutos 27-30). Estos 
datos sugieren que la NMII-B participa de manera esencial en la regulación de la profusión celular de los 















Figura R18. Localización de Vav1 y NMII-B en contactos inmunológicos durante los ciclos de protrusión y retracción. 
 
Secuencia de imágenes de tiempo retardado de microscopía Confocal de células Jurkat co-transfectadas con mCherry-MHCII-B y 
GFP-Vav1 formando conjugados con células Raji pre incubadas con SEE y CMAC. Durante los 30 min del vídeo, la célula Jurkat 
forma dos contactos sinápticos con la misma célula (marcados como 1 y 2), donde se observa la co-localización de Vav1 y NMII-B en 
el contacto sináptico (min 10-16) y la localización preferencial de Vav1 en la periferia de la zonas protrusivas de las células justo por 
delante de la MHCII-B (min 19-23). La posterior localización de la NMII-B correlaciona con la detención de la protrusión y la 
posterior retracción de esta región (min 27-30).  
 
Para confirmar la implicación de la NMII-B en la limitación de la protrusión inducida por el contacto 
sináptico, silenciamos MHCII-B en células Jurkat y las enfrentamos a CPA (Raji+SEE). Estos experimentos 
se realizaron visualizando la localización espacial de diversos componentes de los complejos 
supramoleculares de activación, específicamente CD3 (cSMAC), LFA-1 y talina-1 (pSMAC). La observación 
de estos conjugados por microscopía Confocal reveló que las células T deplecionadas de NMII-B establecían 
unos contactos anormalmente extensos con las CPA comparados con las células control (Figs.R19 y R20). 
Como se ha descrito anteriormente, observamos que tanto NMII-A como NMII-B se disponían en los flancos 
del contacto sináptico en células control, mientras que CD3 definía el cSMAC y LFA-1 y talina definían un 
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contacto longitudinalmente más largo que comprendía el cSMAC y el pSMAC (Fig. R19A). De forma similar 
a lo observado en superficies bidimensionales, la deleción de MHCII-B previno la segregación molecular de 
CD3 al cSMAC y LFA-1/talina-1 al pSMAC (Fig. R19B). En las células silenciadas para MHCII-B, la 
MHCII-A no dejaba de expresarse, pero se localizaba homogéneamente, sin definir particularmente el 
contacto con la CPA (Fig. R19B). El efecto del silenciamiento era variable y probablemente dependiente de 
dosis, pero frecuentemente la célula T llegaba a envolver por completo a la CPA (Fig. R20A-B). 
Experimentos realizados mediante video-microscopía Confocal con células Jurkat co-transfectadas con 
siRNA contra MHCII-B y el marcador de actina LifeAct-GFP revelaron que las células T deplecionadas para 
MHCII-B perdían la inhibición por contacto, generando intensas olas de protrusión contra la superficie de la 
célula Raji (Fig. R20B), llegando a englobarla por completo. Este efecto era dependiente de la célula T, ya 
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Figura R19.El silenciamiento especifico de MHCII-B en las células T genera unos contactos aberrantemente extensos en la 
sinapsis inmune 
 
a) Imágenes representativas de microscopía Confocal de células Jurkat no transfectadas formando conjugados con células Raji pre 
incubadas con SEE y CMAC durante 30 min. Las células se tiñeron para visualizar MHCII-B (paneles superiores), MHCII-A 
(paneles inferiores), CD3 LFA-1, talina y F-actina como se indica en la figura. Barra de escala=10 µm.  
 
b) Imágenes representativas de microscopía Confocal de células Jurkat silenciadas para MHCII-B formando conjugados con células 
Raji pre incubadas con SEE y CMAC durante 30 min. Las células se tiñeron para visualizar MHCII-B (paneles superiores), MHCII-
A (paneles inferiores), CD3 LFA-1, talina y F-actina como se indica en la figura. Nótese la disminución de la expresión de MHCII-
B en la célula T por comparación con el nivel de expresión de la célula Raji con la que forma el conjugado, comparado con los 
paneles que se muestran en (a). Barra de escala=10 µm.  
 
c) Cuantificación de la superficie de contacto entre las célula Jurkat y las células Raji utilizando para ello el cociente entre la 
longitud del contacto entre la célula Jurkat y la Raji, dividido por el total del perímetro de la célula Raji. N=450, *** P<0.001 














Figura R20.El silenciamiento especifico de MHCII-B produce englobamientos completos de la célula CPA, por la célula T. 
 
a) Imágenes representativas de microscopía Confocal de células Jurkat silenciadas para MHCII-B y pre incubadas con el marcador 
vital CFSE formando conjugados con células Raji pre incubadas con SEE y CMAC durante 30 min. Los conjugados se tiñeron con 
anticuerpos contra MHCII-B y faloidina. Barra de escala=5µm.  
 
b) Secuencia de imágenes de microscopía Confocal de células Jurkat control (línea superior) o silenciadas para MHCII-B (línea 
inferior) formando conjugados con células Raji pre incubadas con SEE y marcadas con CMAC. Las flechas denotan protrusiones 
activas, más o menos intensas (denotado por el tamaño de las flechas), mientras que las barras cerradas denotan zonas en la que la 
protrusión se detiene por completo. Se puede observar como los conjugados entre Raji y células silenciadas para MHCII-B son 
mucho más activos en términos de protrusión de la célula T hacia la CPA. Barra de escala=10µm. 
 
Adicionalmente, y para comprobar si podíamos observar la aparición de contactos exageradamente extendidos 
en linfocitos T primarios, realizamos experimentos en linfocitos T de sangre periférica de donantes sanos, pre-
activados con SEE, durante 3 días (para enriquecer la fracción de linfocitos T V8+), silenciando la expresión 
de MHCII-B y posteriormente reactivándolos de nuevo con SEE durante otros 3 días. Estas células formaban 
conjugados con células Raji preincubadas con SEE y CMAC. Observamos que, mientras la mayoría de los 
controles formaban sinapsis bien estructuradas en las que TCR Vb8 se localizaba definidamente en el centro 
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del contacto, las células deplecionadas de MHCII-B mostraban contactos exageradamente extendidos sobre la 




Figura R21.El silenciamiento específico de MHCII-B en linfoblastos T primarios induce la sobre-extensión de la zona de 
contacto y deslocaliza el complejo TCR:CD3. 
 
Imágenes representativas de microscopía Confocal de linfoblastos T humanos incubados durante 3 días con SEE. Las células se 
transfectaron con siRNA control o siRNA contra MHCII-B y cultivados durante  otros 3 días con el mismo tratamiento. Los 
linfoblastos se incubaron sobre poli-L-lisina con células Raji pre incubadas con SEE y CMAC durante 30 min. Finalmente, las 
células se tiñeron para visualizar MHCII-B, TCR V8, y faloidina como se indica en la figura. Barra de escala=10 µm.  
 
 
Estos datos, combinados con el papel de NMII-B como inhibidor de la protrusión en células mesenquimales 
(152) y en células sobre superficies 2D activadas con anti-CD3, indican que la NMII-B actúa como un 
“limitador” de la extensión de la zona de contacto entre la célula T y la CPA, participando en el 
confinamiento espacial de la zona de contacto T/ CPA, esto sugiere que NMII-B actúa como un optimizador 
clave de la activación de las células T mediante el establecimiento de sinapsis inmunológicas, cuando estas 
expresen esta isoforma a niveles elevados, por ejemplo en células leucémicas (Jurkat) o células de memoria 
(CD3+CD4+CD45RO+). Esto permite postular que la NMII-B es necesaria para la generación de una 
respuesta inmune decisiva frente a un patógeno, permitiendo la división rápida de la célula T en respuesta a la 
estimulación, así como la expresión de marcadores de activación y/o la secreción de citoquinas. Las células 
que contienen niveles bajos de NMII-B (células T naïve) aún podrían ejecutar la mayor parte de estas 
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funciones usando NMII-A, que bien es requerida a muy bajos niveles para su función (explicando los 
resultados con si/shRNA), bien desempeña funciones independientes de la contractilidad (en el caso de los 
tratamientos con blebbistatina). En este sentido, proponemos que la NMII-B optimiza la segregación 
molecular de los SMAC, que estarían bien definidos (sinapsis monocéntricas) en el caso de células que 
expresan altos niveles de MHCII-B (Jurkat, células de memoria), y menos definidos (sinapsis multicéntricas) 
en el caso de células que expresan niveles bajos de MHCII-B (células T naïve). 
  




Posible papel de NMII-B en la expansión clonal de los linfocitos T. 
La expresión de las diferentes isoformas de la MHCII (que define los parálogos de NMII) en diferentes tejidos 
y células del organismo está relacionada con las diferencias de función de la NMII en cada uno de ellos. Esto 
depende en gran medida de su diferente capacidad de unión y generación de trabajo mecánico producido por 
el deslizamiento de los filamentos de actina en la célula respecto a la NMII. De acuerdo a la cinética de 
interacción actina-miosina determinada por el ciclo de hidrólisis de ATP (caracterizado como el tiempo 
transcurrido entre la entrada de una molécula de ATP y la siguiente), la NMII-B permanece más tiempo unida 
a la actina que la NMII-A (153). Por ello la NMII-B, es más eficaz que la NMII-A para generar estructuras 
que soporten tensión establemente, presentando por tanto una función más estructural. Por el contrario, el 
parálogo NMII-A se mantiene unido mucho menos tiempo a la actina, generando ciclos de trabajo de más 
corta duración, similares a los realizados por la miosina II muscular. Esto permite especular que las células y 
tejidos que no requieren la formación de estructuras estables no expresan NMII-B, o la expresan a muy bajos 
niveles, como por ejemplo plaquetas y neutrófilos. Existen algunos tejidos que no expresan Myh10 y que sí 
requieren estructuras estables para su desempeño funcional, como las células que forman las estructuras 
vestibulares del oído. Estas células, sin embargo, expresan otra isoforma (Myh14, que define el parálogo 
NMII-C) que se une de manera más duradera que NMII-A a la actina (154), pudiendo compensar el efecto de 
esta ausencia. 
Además de su papel en estructuras funcionalmente estables, la NMII-B también facilita la proliferación 
celular, ya que su eliminación previene la citoquinesis (155), induciendo la formación de células 
multinucleadas (96, 128). En las células hematopoyéticas, los requerimientos estructurales y de división 
celular son a su vez dependientes de la función de cada linaje, plaquetas, eritrocitos y neutrófilos no expresan 
MHCII-B de manera detectable, lo que concuerda con su incapacidad proliferativa y alta dinámica funcional. 
Por otra parte, la expresión de MHCII-B en células mononucleares humanas es variable en linfocitos T y B, 
monocitos y células NK (Fig. R3).  
Un estudio previo describió que los linfocitos T de ratón de las cepas DO11.10 TCR (fondo genético 
BALB/c) o D10.G4-IL2 (fondo genético AKR/J) no expresan MHCII-B (111). Sin embargo, nuestros datos 
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indican que las células T de ratones C57BL/6N expresan MHCII-B de manera robusta en respuesta al 
tratamiento con IL-2, tanto por citometría de flujo (Fig. R5E) y validado por PCR (gen MYH10), aunque sí 
son negativas cuando las células no están estimuladas. Por otra parte, la línea leucémica de ratón EL4 
(derivadas de la cepa C57BL/6N) también expresa MHCII-B (Fig. R1C). Es posible que esta disparidad de 
resultados se deba a diferencias en los niveles de expresión en las células T de distintas cepas (tanto por 
citometría de flujo o PCR semi-cuantitativa); diferencias en la afinidad de los anticuerpos usados en el estudio 
anteriormente referido y nuestros datos (citometría de flujo) y diferencias en la secuencia del cebador usado 
para detectar MYH10 en el trabajo anteriormente citado, (155) que no refiere la secuencia utilizada.  
La polarización de la miosina en la división celular, es un elemento fundamental, para la diferenciación 
celular de las células hijas y es esencial en la división asimétrica (156). Funcionalmente, el parálogo NMII-B 
es necesario para la proliferación de los progenitores hematopoyéticos CD34+, así como el mantenimiento de 
su capacidad pluripotencial (157). NMII-B participa en el mantenimiento de un contenido adecuado de ADN, 
ya que su inhibición (mediada por RUNX1) permite la poliploidía de los megacariocitos que precede a la 
formación de plaquetas maduras (158). Además, NMII-B media la enucleación de los eritrocitos durante su 
maduración (159). Funcionalmente, se puede postular que la NMII-B participa en los procesos de división de 
las células proliferativas (como los progenitores hematopoyéticos CD34
+
) y determina por tanto la asimetría 
de las divisiones de las células madre, que dan como resultado una célula madre y una célula en proceso de 
diferenciación terminal. Este proceso se relaciona con las divisiones asimétricas que generan eritrocitos y 
plaquetas maduros. Postulamos un modelo en el cual la distribución asimétrica de NMII-B determina la célula 
más “conservada”, que mantendría o preservaría el núcleo (en el caso de megacariocitos y eritroblastos), 
mientras que la NMII-A participaría activamente en el proceso de enucleación (línea eritroide) o la gemación 
de las plaquetas maduras (línea megacariocítica) (Fig. D1). Esta división se relaciona con la actividad 
funcional de ambas isoformas; mientras que la NMII-A es capaz de formar mini-filamentos activamente en 
localizaciones periféricas de la célula, la NMII-B está confinada a regiones más centrales, alrededor del 
núcleo (96, 160). De hecho la división asimétrica en respuesta a la activación antigénica del linfocito T, 
también se observa en los linfocitos T maduros para el mantenimiento de una célula hija conservada, 
pluripotencial y otra “comprometida” o efectora con un metabolismo y características propias (161). Con 
respecto al posible papel de la NMII-B en la división asimétrica, datos anteriores de nuestro laboratorio han 
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revelado que la NMII-B desempeña un papel fundamental en el posicionamiento del núcleo celular, ya que la 
inhibición de la expresión de MHCII-B resulta en la pérdida de anclaje y rotación espontánea del núcleo (96).  
Figura discusión 1 
 
Figura D1. Distribución asimétrica de los parálogos de miosina II en la división celular de células del linaje hematopoyético. 
El esquema incluye la localización dependiente de parálogo de la miosina II en la célula madre hematopoyética y cómo la formación 
de las diferentes células especializadas (en proceso de diferenciación terminal) y el mantenimiento de una célula madre pluripotencial 
que conserva su capacidad proliferativa es un reflejo funcional de una célula mesenquimal polarizada, en la cual la NMII-B, como 
proteína anti-protrusiva, permanece excluida del lamelipodio y la lamela, localizándose en la zona posterior de la célula y alrededor 
del núcleo. La NMII-A presenta una distribución bipolar, localizándose en la lamela donde participa en la protrusión y formación de 
adhesiones, y en la parte posterior de la célula. 
 
Aunque la inhibición sistémica de la expresión de NMII-B causa letalidad embrionaria/perinatal (112), la 
mayor parte de los tipos celulares de los ratones afectados consiguen desarrollarse. La letalidad se debe 
principalmente a defectos en el desarrollo de los cardiomiocitos, el posicionamiento de la inserción aórtica y 
la integridad del septo ventricular, e hidrocefalia (162). Esto implica que la NMII-A es generalmente capaz de 
compensar la función de NMII-B, excepto en situaciones muy concretas, que incluyen el desarrollo 
embrionario del corazón (los cardiomiocitos de corazones adultos no expresan MHCII-B); la integridad de las 
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células del borde apical del canal espinal, y la generación de polaridad anteroposterior en células migratorias. 
A nivel de médula ósea, la eliminación de NMII-B causa que las divisiones asimétricas necesarias para el 
mantenimiento de las poblaciones pluripotenciales hematopoyéticas (CD34
+
) sean en muchos casos 
ineficaces, subrayando el papel esencial de la NMII-B en el mantenimiento de la pluripotencia (157).  
En contrapunto, la deficiencia en NMII-A no parece ser compensada por NMII-B de una manera general. Los 
ratones deficientes en MHCII-A mueren a día embrionario E6.5 con pérdida de integridad de los epitelios 
primitivos que preceden a los procesos de organogénesis. Sin embargo, la función contráctil de NMII-A no es 
necesaria en todos los casos, o al menos existen fenómenos de compensación puntuales por la NMII-B, ya que 
los síndromes asociados a mutaciones con pérdida de función de MHCII-A (síndromes MYH9) sólo afectan a 
células y órganos que sólo expresan NMII-A, como los neutrófilos, las plaquetas y otros tipos celulares muy 
especializados, como células de los glomérulos renales y del oído interno (163). Esto determina que las 
células que expresan NMII-B utilizan la fuerza generada por este parálogo en los procesos morfogénicos que 
dependen de la generación de trabajo mecánico, como la migración y la división celular. En este contexto, la 
sustitución de la MHCII-A endógena con MHCII-A mutantes que causan enfermedad (por ejemplo N93K) 
rescatan la mayor parte de los defectos migratorios a nivel celular, excepto la retracción del polo posterior, 
que depende crucialmente de la NMII-A (Rocío Aguilar-Cuenca et al., manuscrito en revisión). En este 
contexto, el desarrollo hematopoyético es normal en los pacientes de estos síndromes, excepto la función de 
las plaquetas adultas (los síndromes MYH9 cursan siempre con megatrombocitopenia) y la aparición 
ocasional de inclusiones de Döhle en los neutrófilos (164). Sin embargo, estos pacientes no presentan 
deficiencias en los linfocitos T o B, probablemente debido a que estas poblaciones expresan NMII-B. Es 
interesante destacar que estos pacientes tampoco presentan defectos cardíacos, lo que significa que la función 
contráctil de la NMII-A no es indispensable para la generación de mioblastos embrionarios (que expresan 
NMII-B) o cardiomiocitos adultos (que expresan MII musculares).  
Mientras que el parálogo NMII-B parece esencial en el mantenimiento de poblaciones hematopoyéticas pluri- 
o totipotenciales, su función en linajes diferenciados no está bien caracterizada. Los datos presentados en esta 
Tesis Doctoral indican que la expresión en linfocitos T no activados es consistentemente baja. Esto 
correlaciona con su incapacidad para proliferar en ausencia de señales mitogénicas. Por el contrario, el 
incremento en la expresión de MHCII-B en respuesta a anti-CD3, PHA-L y sobre todo IL-2 tanto en linfocitos 
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T humanos como murinos parece indicar que los linfocitos T podrían adquirir NMII-B para facilitar el 
proceso proliferativo en respuesta a señales mitogénicas, como un cebador de la capacidad proliferativa de las 
células y facilitando la conversión de células naïve en efectoras. En este sentido, NMII-B es necesario para la 
citoquinesis (100), tanto en ausencia como en presencia (96) del parálogo NMII-A. En este contexto, la NMII-
B desempeñaría un papel fundamental en la separación de los núcleos durante la división, ya que la inhibición 
de su expresión causa multinucleación. La NMII-A realiza de una manera inapropiada esta función ya que la 
citoquinesis requiere la generación de una tensión continuada en el tiempo para la separación de los núcleos 
(165) y la escisión de la membrana de las células hijas (166). La NMII-A tiene un ciclo de unión a la actina 
corto y que no está afectado por la carga, con lo que no es un buen elemento de resistencia para la tensión 
mecánica, mientras que la NMII-B tiene un ciclo más largo y que aumenta con la carga (153), haciéndola un 
mejor elemento de resistencia de la tensión.  
Además de su implicación en los procesos de proliferación, NMII-B podría desempeñar otros papeles en los 
linfocitos T, como dotar a las células de resistencia mecánica para su supervivencia en circulación. De 
acuerdo con esta posibilidad, NMII-B se recluta activamente a localizaciones en la célula sometidas a tensión, 
como la zona posterior de las células migratorias. En esta función, la NMII-B sería crucial para la integridad 
del córtex de actomiosina de los linfocitos T. En este sentido, nuestros datos han demostrado que la depleción 
de NMII-B disminuye la cantidad de actina polimerizada en los linfocitos T, y produce un “adelgazamiento” 
de la capa de actomiosina subcortical. Los linfocitos T de memoria (CD45RO
+
) humanos expresan niveles 
consistentemente más elevados de NMII-B que los linfocitos T naïve (CD45RA
+
), que correlaciona con un 
córtex de actina más denso (167). El estado del córtex de actina determina diferencias fenotípicas entre los 
linfocitos T naïve y memoria, como la susceptibilidad a la infección por HIV-1 (168). La base molecular de 
esta diferencia permanece inexplorada, pero podría estar relacionada con el efecto de las citoquinas que 
regulan la renovación y proliferación periférica de linfocitos T naïve y memoria. Los linfocitos T CD45RA
+
 
dependen de IL-7 para su renovación; los CD45RO
+
 también requieren IL-7, pero los niveles de su receptor 
están controlados por la señalización vía IL-2 de forma que los linfocitos que expresan altos niveles de CD25 
adquieren un fenotipo efector y de baja vida media, mientras que los que expresan niveles moderados de 
CD25 tienden a convertirse en células T memoria (137). Como hemos demostrado, la expresión de MHCII-B 
se induce por exposición a IL-2 en células que expresan CD25 (activadas con anti-CD3 o PHA-L). La 
adquisición y retención de NMII-B podría ser un factor de supervivencia a largo plazo para estas células. Este 
 100 5. Discusión |  
 
punto es controvertido, ya que existen estudios que sugieren que las células T de memoria son más duraderas 
en circulación que las naïve, mientras que otros estudios sugieren lo contrario (169). En cualquier caso, la 
adquisición de NMII-B podría ser un mecanismo presente en las células memoria para ejecutar una 
proliferación rápida en caso de “reencuentro” con el antígeno y/o la renovación de la población de linfocitos T 
memoria en homeostasis. Esta diferencia podría ser crucial para determinar el umbral de activación de los 
linfocitos T memoria vs naïve. Los linfocitos T de memoria se activan y proliferan en respuesta a menores 
concentraciones de antígeno (170), independientemente de la expresión de marcadores de activación en la 
membrana plasmática, que es muy similar o incluso más elevada en los linfocitos T naïve.  
La mayor parte de los linfocitos T de memoria permanecen quiescentes en G1, mientras que los linfocitos T 
naïve se encuentran en G0, lo que se relaciona con la capacidad del linfocito T de memoria de proliferar más 
rápidamente, debido a que alcanza más rápido la fase S tras la activación del TCR (171). En este contexto, la 
NMII-B podría desempeñar un papel catalizador en la proliferación de los linfocitos T de memoria en 
respuesta a bajas concentraciones de antígeno.  
Función de NMII-B en la migración y polaridad de linfocitos T 
La migración leucocitaria está determinada por proteínas de adhesión al sustrato tales como integrinas (LFA-
1) o selectinas (CD62L), otros receptores de membrana, mediadores de señalización y proteínas del 
citoesqueleto. Funcionalmente, los leucocitos migran de manera muy similar a la de las amebas, un organismo 
protista que se mueve emitiendo pseudópodos. Por ello, la migración basada en la formación de pseudópodos 
se denomina migración ameboide, para diferenciarla de otros tipos de migración celular como la de los 
fibroblastos, que se denomina migración mesenquimal. La migración ameboide se caracteriza por la 
formación de un polo anterior y un polo posterior (urópodo) y la ausencia de estructuras adhesivas estables, 
como adhesiones focales características de los fibroblastos y otros tipos mesenquimales (172)  
El primer paso de la migración es la formación de un eje antero-posterior de polaridad, donde se distingue una 
zona frontal rica en actina que define la zona delantera o anterior de la célula que se denomina el frente de 
avance. Esta zona se caracteriza por la aparición de un lamelipodio que contiene actina ramificada, seguido 
por una zona en la que se acumula NMII-A inmediatamente anterior al núcleo. Tras el núcleo, el polo 
posterior o urópodo acumula actomiosina en el que se localizan tanto NMII-A como NMII-B, el aparato de 
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Golgi y el centro organizador de microtúbulos. A nivel de receptores, el frente de avance acumula integrinas y 
quimiorreceptores involucrados en la respuesta direccional a gradientes de quimiorreceptores 
(fundamentalmente quimioquinas). Por el contrario, en el urópodo se localizan diferentes proteínas de 
adhesión, incluyendo ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, PSGL-1, CD43 y CD44 (173). Estas proteínas de 
membrana conectan con el citoesqueleto de actina a través de diversos adaptadores, algunos de los cuales 
pertenecen a la familia E/R/M (ezrina/radixina/moesina).  
El eje de polaridad se define en respuesta a un gradiente extracelular que puede ser quimiotáctico (que 
promueve quimiotaxis), inmovilizado o soluble; haptotáctico; durotáctico; mecánico o dependiente de la 
reología del microentorno; o una combinación de dos o más de los anteriores. Estas señales promueven la 
adquisición del fenotipo polarizado descrito anteriormente en la dirección del movimiento hacia la mayor 
concentración de quimioatrayente (quimiotaxis) o estímulo adhesivo (haptotaxis); mayor rigidez (durotaxis); 
menor resistencia (mecanotaxis) o carga (electrotaxis). Si estos estímulos son isotrópicos (no direccionales), 
algunas células se polarizan anteroposteriormente, pero migran aleatoriamente, de manera no direccional. La 
definición de este tipo de movimiento reemplaza el sufijo “–taxis” con el sufijo “–cinesis”.  
El origen de esta asimetría celular en respuesta a estimulación externa se basa en una polarización de la 
señalización que transforma el gradiente extracelular en un gradiente intracelular de señales. A continuación 
describimos algunas generalidades para el proceso de quimiotaxis, que es el mejor caracterizado. Los 
receptores de quimio-atrayentes son, en su mayor parte, receptores de siete dominios transmembrana 
acoplados a proteínas G. La unión polarizada del ligando a estos receptores genera un desequilibrio en el 
número de receptores activados, mayor en la parte de la célula más cercana al origen del gradiente y menor en 
el polo opuesto. Esto genera un gradiente intracelular de señales que genera una polaridad intracelular. 
Algunas de estas señales son la unión de adaptadores de proteínas G (CRAC) y la generación de fosfolípidos 
bioactivos, por ejemplo PIP3. Las células utilizan estas cascadas para amplificar pequeñas diferencias en la 
concentración a lo largo del eje mayor de la célula, permitiendo la respuesta migratoria hacia una diferencia 
del 2% de concentración del gradiente del frente al polo posterior.  
La morfología de la célula polarizada se fundamenta en una asimetría en la configuración de los 
microfilamentos. Las señales quimiotácticas producen una polimerización ramificada de la actina producida 
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por los ejes de señalización Rac1/WAVE y Cdc42/WASP, que confluyen en la activación del complejo 
nucleador de actina Arp2/3 en el frente de avance. Esto permite la generación del lamelipodio. Por el 
contrario, la activación del eje RhoA/ROCK en el polo posterior activa la NMII y genera haces de 
actomiosina que definen el urópodo celular.  
El mantenimiento de la morfología polarizada y el movimiento hacia el gradiente requiere un aporte de señal 
extracelular que se convierte en polimerización localizada de actina en el frente de avance. Es importante 
recalcar que la polimerización de actina, per se, no es suficiente para generar movimiento. Por el contrario, la 
polimerización de actina requiere un anclaje al medio extracelular, dependiente de integrinas o de 
confinamiento espacial en el caso de la migración ameboide (173) que permite la generación de tracción para 
mover el cuerpo celular incluido el núcleo. De manera simultánea, el polo posterior debe liberarse 
(“despegarse”) del micro-entorno para preservar la integridad de la célula. Este ciclo de adhesión del frente/ 
liberación del polo posterior está controlado globalmente por la integración de las señales químicas y 
mecánicas que recibe la célula y requiere una renovación de los componentes que median el proceso, mientras 
otros componentes no renovables determinan la forma celular. En este sentido, las integrinas que mantienen la 
adhesión están sujetas a un ciclo de internalización/ reciclaje que potencialmente mantiene este ciclo, con 
internalización en la parte posterior y reciclaje por el flujo anterógrado al frente de la célula (174).  
A nivel morfológico, la asimetría causada por la diferente estructura de los microfilamentos se refleja en una 
asimetría dinámica, funcional y de composición. Los filamentos de actina dendrítica del lamelipodio se 
renuevan constantemente, con una vida media corta similar a la de los contactos adhesivos que se forman en 
esta región (<120s) (147, 175). Por el contrario, los filamentos que definen el urópodo tienen una vida media 
mucho más larga, lo que sugiere mecanismos adicionales de mantenimiento de la estructura. La acumulación 
de NMII-B en esta estructura podría participar en el mantenimiento continuado de los filamentos localizados 
en la zona posterior generando una estructura que mantendría la fisionomía del polo posterior constante pero 
permitiendo a su vez el intercambio de la actina. Nuestro grupo ha descrito previamente esta misma función 
para NMII-B en la determinación de polaridad antero-posterior en células mesenquimales (115), así mismo la 
localización en la zona posterior de la NMII-B puede ser clave para la translocación del núcleo en la 
migración (143).  
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Por el contrario, la NMII-A se localiza de manera bipolar en la célula migratoria, lo que sugiere que NMII-A 
contribuye a la estabilidad de los filamentos que definen el urópodo; pero además también participa en la 
generación de tracción en el frente de avance. De acuerdo con estas posibles funciones, la inhibición de la 
expresión de NMII-B debería bloquear la adquisición de un fenotipo polarizado, lo cual observamos 
utilizando siRNA contra MYH10. Por el contrario, la inhibición de NMII-A podría no tener un efecto 
morfológico en la polaridad, ya que NMII-B aún podría sustentar el urópodo, mientras que el frente de avance 
(definido como el lamelipodio) no requiere la contribución de NMII. Esto requiere la capacidad de la NMII-B 
de ensamblarse cuando NMII-A se expresa en cantidades reducidas (o no se expresa), lo que sugiere que la 
jerarquización que se observa en el ensamblaje de fibras de tensión en células mesenquimales (152) no se 
produce en el caso de las fibras que definen el urópodo. Además, esta observación sugiere que la NMII en el 
urópodo podría no estar sometida a tensión. Por tanto en este modelo la jerarquización de los dos parálogos no 
sería fundamental para que pudieran ejercer sus funciones, al contrario que ocurre en células mesenquimales. 
De acuerdo con estas observaciones, las células deplecionadas de NMII-B no deberían migrar eficientemente 
en respuesta a quimioatrayentes, ya que su capacidad para polarizarse estaría disminuida. Esta hipótesis se vio 
confirmada en experimentos de migración a través de poro en cámaras de Boyden modificadas. Por otra parte, 
las células deplecionadas de NMII-A también deberían migrar deficientemente, ya que la capacidad de 
cambiar de morfología en respuesta a constricciones extracelulares (como un poro) depende de la NMII-A 
(109). Sin embargo, nuestros datos sugieren una tendencia no significativa en este sentido. Es probable que 
estos datos se relacionen con el nivel de inhibición de las distintas isoformas de MHCII. Aunque no se pueden 
extraer conclusiones cuantitativas utilizando anticuerpos policlonales diferentes contra las isoformas II-A y II-
B, experimentos previos de nuestro grupo determinaron que la señales observadas en experimentos de 
Western Blot e inmunofluorescencia correlacionan razonablemente bien con los niveles absolutos de proteína 
medidos por espectrometría de masas en células CHO.K1 (143). Esto sugiere dos posibilidades: 1) la 
inhibición de NMII-A es menos eficiente que la de NMII-B, lo que resultaría en células “menos 
deplecionadas” de NMII-A; 2) el mantenimiento de niveles normales de NMII-B es más crucial para la 
aparición de un fenotipo que NMII-A. Es probable que ambas posibilidades sean correctas. En el caso de la 
segunda, nuestro grupo ha observado que el fenotipo no polarizado (índice de polaridad 1) causado por la 
depleción de NMII-B es evidente cuando se inhibe ≥50% de MHCII-B, mientras que la depleción de NMII-A 
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es completamente dosimétrica (por ejemplo, un 80% de inhibición de la expresión hace que las células 
produzcan un 20% de fibras comparado con el control). En este supuesto, los experimentos usando siRNA 
siempre dejan una cantidad residual de NMII-A que podría ser suficiente para mantener la capacidad 
migratoria de las células en los ensayos de cámara de Boyden. En cualquier caso, ni siquiera las células en las 
que no se expresa NMII-A exhiben un 100% de inhibición. Por el contrario, un 60% de células T de ratones 
MyoIIA
FLOX/FLOX
 migran hacia la quimioquina CCL21 en ensayos de Transwell (109). Por otra parte, los 
niveles elevados de NMII-B en los linfocitos T de memoria podrían relacionarse con la mayor capacidad 
migratoria de los mismos comparados con células T naïve, al menos en respuesta a CXCL12. Aunque ambas 
subpoblaciones expresan niveles similares del receptor CXCR4 en membrana, los linfocitos T de memoria 
son 10 veces más sensibles en respuesta a CXCL12 que los linfocitos T naïve (167). La base molecular de 
esta diferencia no está bien definida, pero la NMII-B podría desempeñar un papel amplificador de la respuesta 
a la quimioquina, determinando una polarización más eficiente en respuesta a gradientes de menor 
concentración.  
NMII-B en la arquitectura de la sinapsis. 
La interacción de linfocitos T naïve con células presentadoras de antígeno (CPA) en los ganglios, o de 
linfocitos T de memoria con CPA en periferia produce la activación del linfocito T a través de un proceso de 
contacto físico entre las dos células, denominado sinapsis inmune. Este proceso guarda algunas semejanzas 
con la polarización migratoria, que la antecede. De hecho, el establecimiento de una arquitectura migratoria 
en los linfocitos T favorece la interacción de los linfocitos T con diferentes CPA (176). Durante las fases 
iniciales del contacto entre el linfocito T migratorios y la CPA, la activación polarizada de los complejos 
TCR/CD3 induce la disolución del urópodo y la redistribución de moléculas de membrana y componentes de 
señalización y del citoesqueleto. Estas interacciones iniciales se denominan kinapsis, en las que las proteínas 
implicadas en la activación del linfocito T comienzan a segregarse formando microdominios de membrana 
composicionalmente análogos a los observados en las sinapsis maduras, aunque no radialmente simétricos 
(177).  
Esta segregación en sinapsis maduras requiere la consolidación del contacto adhesivo entre el linfocito T y la 
CPA, que depende de la señalización vía TCR/CD3 así como integrinas y la redistribución de los 
microfilamentos que regulan la incorporación de moléculas adicionales que median la interacción entre las 
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dos células, así como la exclusión de moléculas inhibitorias y/o estéricamente incompatibles con la distancia 
entre membranas. Durante esta consolidación, existe un proceso activo de polimerización de actina en la zona 
de contacto, acompañada por una redistribución de algunos de los componentes del urópodo, que se localizan 
en la zona de contacto, por ejemplo ICAM-3 (13).  
Es fácil comprender que la formación de la sinapsis inmune es un proceso adhesivo que además conlleva una 
interacción mecánica entre el linfocito T y la CPA. Esta interacción mecánica promueve el establecimiento de 
un balance de fuerzas entre ambas células, cuyo punto de equilibrio es la sinapsis madura. Por parte de la 
célula T, existe un componente de empuje (hacia la CPA) generado por la polimerización localizada de la 
actina (es decir, la protrusión) y el desplazamiento de las moléculas del urópodo, que podría depender de la 
contracción de la actomiosina; y un componente negativo, que depende de la resistencia del córtex a la 
protrusión. En este proceso, se postula que la CPA desempeña un papel pasivo, oponiendo resistencia a la 
protrusión de la célula T. Atendiendo a los principios generales que rigen la durotaxis, la célula T ejercerá 
más fuerza cuanto mayor sea la resistencia mecánica ejercida por la CPA. Esta resistencia dependerá de la 
superficie de contacto y las propiedades mecánicas de la CPA, es decir dependiente de su córtex. En este 
sentido, una mayor superficie de contacto entre las dos células afectará a la tensión entre las dos células de 
dos maneras: por una parte, una mayor superficie disipará parte de la tensión; sin embargo, esto sólo es cierto 
si la avidez adhesiva de la membrana permanece constante, lo que no es cierto en este caso ya que existe un 
aporte de integrinas y otros receptores adhesivos hacia la zona de contacto que aumenta localmente la avidez. 
Además, una mayor rigidez de la CPA activará mejor a las integrinas del linfocito T. Este último aspecto se 
debe a la propiedad de las integrinas de activarse bajo tensión mecánica (178) , que depende de la extensión 
conformacional de la misma (179) así como del despliegue conformacional de adaptadores de señalización 
por integrinas como talina (22, 138). 
De acuerdo con los razonamientos anteriores, la NMII tendría un papel en el balance de fuerzas mediado por 
los microfilamentos en la sinapsis inmunológica. Estudios anteriores han asignado un papel inexistente (111) 
o menor a la NMII-A (47) en la formación de la sinapsis. En concreto, experimentos realizados con siRNA 
contra MHCII-A o con blebbistatina demostraron un papel para la NMII-A en el reagrupamiento de los 
receptores o las moléculas de señalización presentes en los linfocitos T que, sin embargo, tenían un efecto 
modesto en la activación del linfocito T (47). Experimentos realizados en ratones deficientes para MHCII-A 
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en linaje linfoide presentaban defectos en la recirculación y navegación intranodal de los linfocitos T así como 
un tiempo de contacto con las CPA más elevado (110). Los experimentos descritos sugieren que la NMII-A 
no es un factor esencial en la activación de los linfocitos T. Sin embargo, nuestros experimentos usando 
siRNA para MYH10 (MHCII-B) han revelado un papel fundamental para la NMII-B en la arquitectura del 
contacto. En primer lugar, nuestros datos indican que las células deficientes en NMII-B envuelven a las CPA, 
en vez de presentar zonas de contacto bien delimitadas. Dado que NMII-B se localiza fundamentalmente en 
los límites del contacto, podemos especular que la función de NMII-B es limitar la extensión del contacto 
durante su formación. Esta especulación tiene varios precedentes que le dan credibilidad: en primer lugar, 
neuronas de hipocampo en las que se ha delecionado NMII-B presentan espinas dendríticas aberrantemente 
largas, lo que indica que NMII-B limita el crecimiento del contacto sináptico en el modelo neuronal (118). Por 
otra parte, la extensión del contacto entre la célula T y la CPA depende de la protrusión de la célula T, que a 
su vez depende de polimerización localizada de actina. Nuestro grupo ha demostrado anteriormente que la 
NMII-B actúa como factor anti-protrusivo en células mesenquimales, limitando la localización de activadores 
de la polimerización (por ejemplo, activadores de Rac1) en la membrana (152). Por todo ello, nuestros datos 
son compatibles con un modelo por el cual el trasporte progresivo de NMII-B desde el urópodo a la zona de 
contacto actúa como un temporizador y delimitador del contacto. Cuando la concentración de NMII-B en los 
laterales del contacto llega a un punto crítico, se detendría la protrusión, consolidando la zona de contacto y 
permitiendo la continuación normal del proceso de activación del linfocito T. Por este motivo, no se observa 
una concentración de receptores en los linfocitos T deficientes en NMII-B, que requiere la consolidación de la 
zona de contacto. Por el contrario, tanto CD3 como LFA-1 aparecen rodeando a la CPA en células 
englobadas, lo que sugiere que la translocación al contacto no depende de NMII-B, pero sí su confinamiento 








 | 5. Discusión 107 
 
Figura discusión 2 
 
Figura D2. Modelo propuesto del papel de los parálogos NMII-A y NMII-B en la sinapsis inmune. 
La fuerza mecánica ejercida por la NMII-A sobre el filamento de actina en conjunción con la adición de nuevos monómeros de actina 
permiten el deslizamiento de los filamentos de actina lo que a su vez provoca la contracción de la red, esto proporciona una fuerza de 
tracción que estabiliza la estructura de la sinapsis y mantiene la simetría radial. La NMII-B se localiza fundamentalmente en la 
periferia del contacto en el dSMAC podemos especular que la función de NMII-B es limitar la extensión del contacto durante su 
formación, consolidando la zona de contacto y permitiendo la continuación normal del proceso de activación del linfocito T, 
manteniendo la correcta arquitectura del contacto y del córtex de la NMII-B. 
 
En el contexto de este modelo, mostrado en la Fig. D3, los datos obtenidos con siRNA de MYH9 (MHCII-A) 
o blebistatina (111) (que inhibe NMII-A y NMII-B simultáneamente) se pueden explicar de varias maneras: 
en primer lugar, los efectos del siRNA contra MYH9 podrían ser dosimétricos, como se ha discutido 
anteriormente, es decir, que los niveles de inhibición no sean suficientes para causar un fenotipo detectable . 
Por otra parte, la blebistatina inhibe los dos parálogos de NMII de la célula T, pero también de la CPA, lo 
también inhibiría la rigidez de la membrana de la CPA. Esta es necesaria para una correcta activación 
mecánica de las integrinas de la célula T. Sin embargo, la concentración localizada de receptor (integrina en la 
célula T) y ligando (ICAMs en la CPA) podría producir una activación incompleta de las integrinas, suficiente 
para generar sinapsis aparentemente normales, pero de activación mecánicamente deficiente, lo que resultaría 
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en una activación ineficiente de la célula T. Este modelo también asume una activación independiente de 
NMII-A y NMII-B, que no ocurre en el caso de las fibras de tensión mesenquimales(152), pero no se ha 
tratado en el caso de fibras corticales en células hematopoyéticas.  
Es importante destacar que el confinamiento de la señalización mediado por la reagrupación de receptores y 
mediadores no parece desempeñar un papel esencial en la señalización, sino en la terminación de la señal, que 
está relacionada con la terminación de la señal debido a la presencia de proteínas de internalización de la señal 
y otras proteínas inhibitorias como fosfatasas en el cSMAC (180). En este sentido, los nanocomplejos del 
complejo TCR son más activos en regiones periféricas (pSMAC) y mantienen su señalización durante más 
tiempo. En estas regiones, el flujo de F-actina es más elevado y podría favorecer el mantenimiento de la 
activación de los microdominios de TCR preservando su fosforilación. Por el contrario, los grupos de TCR 
que son trasportados al cSMAC tienden a defosforilarse (181). El mecanismo no está bien determinado, pero 
se puede especular que depende de la interacción localizada con fosfatasas concentradas en el cSMAC, que 
está favorecida por un régimen de actina casi inexistente que inmovilizaría enzima (fosfatasa) y sustrato 
(TCR/CD3) en proximidad mutua. Estos datos permiten asignar un papel espaciotemporalmente restringido a 
la actina en la activación vía TCR/CD3. Por una parte, la polimerización protrusiva genera regímenes de flujo 
elevado en la periferia que mantendría un alto estado de activación durante las primeras fases del contacto 
(182). A medida que el proceso se consolida, la señalización sería atenuada por la disminución de la 
protrusión (mediada por NMII-B) que disminuiría el flujo y aumentaría la acumulación central de las 
moléculas señalizadoras, promoviendo su inactivación. En este proceso, la NMII-A participaría en el trasporte 
activo de los grupos de señalización desde la periferia hacia el centro, mientras que NMII-B confinaría la zona 
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Figura Discusión 3 
 
Figura D3. Efecto del silenciamiento especifico de los parálogos NMII-A y NMII-B en la sinapsis inmune. 
En la condición de control, figura izquierda, postulamos que la NMII-B tiene una función de anclaje y de inhibición de la protrusión 
(confinamiento del contacto) que depende de las fuerzas mecánicas establecidas entre las dos células durante la sinapsis inmune. Por 
otras parte, la NMII-A participa en el flujo de la actina desde la periferia hacia el centro del contacto que conlleva el desplazamiento 
de los microdominios TCR/CD3. En la condición de silenciamiento de la NMII-B (figura superior columna central) la célula T pierde 
la capacidad de confinar la sinapsis, y la fuerza protrusiva generada por la célula T sobre la CPA produce un aumento de la superficie 
de contacto de la célula T respecto a la célula CPA, llegándose a generar eventos de envoltura completa de la CPA. En los 
experimentos de Ilani, 2009 (figura inferior, columna central) el silenciamiento especifico de NMII-A produce sinapsis normales, en 
los cuales está afectado la señalización del linfocito T debido a la ausencia de un flujo de actina adecuado, por lo cual se pierde la 
capacidad de formar el cSMAC, pero la arquitectura de la sinapsis es correcta, debido a que la NMII-B es capaz de ejercer su función 
de manera independiente a la NMII-A. En la figura derecha el tratamiento con blebbistatina, un inhibidor de la actividad ATPasa de la 
NMII-B y por tanto de su actividad mecánica, genera sinapsis menos eficaces pero no se observan fenómenos de envoltura debido al 
bloqueo de la diferencia de rigidez entre las dos células. 
  




Los hallazgos presentados anteriormente nos permiten concluir que: 
 
1. NMII-B se expresa en líneas celulares de origen T y en células del linaje T y monocitos de donantes 
sanos. 
2. Los linfocitos T CD4+ CD45RO+ de memoria presentan mayores niveles de expresión de NMII-B 





3. NMII-B se induce a través de estímulos mitogenicos (fitohemaglutinina e IL-2) e inmunogénicos 
(estimulación del complejo TCR/CD3) en linfocitos tanto humanos como murinos.  
4. NMII-B participa en la polarización espontanea de los linfocitos T y en la migración eficaz a través de 
membranas semipermeables en respuesta a CXCL12. 
5. La NMII-B del linfocito T regula la arquitectura de la sinapsis inmune, limitando la protrusión 
producida por la señalización inducida durante el contacto entre el linfocito T y la célula presentadora 
de antígeno y dirigiendo el posicionamiento sub-celular de receptores y moléculas implicadas en la 
activación sináptica del linfocito T. 
6. NMII-B es necesaria para una óptima activación de los linfocitos T, tanto a nivel de señales 
proximales, como la fosforilación del complejo CD3, como a nivel de inducción de receptores de 
activación como CD69.  
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